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KPB：リン酸カリウム緩衝液（potassium phosphate buffer） 
LB培地：Luria-Bertani 培地（Luria-Bertani broth / Luria-Bertani medium） 
MBTH：3 –メチル-2 –ベンゾチアゾリノンヒドラゾン塩酸塩-水和物（3-methyl-2-benzothiazolinone 
hydrazone hydrochloride monohydrate） 
mdc：L-メチオニン脱炭酸酵素遺伝子（the gene coding L-methionine decarboxylase） 
MetDC：L-メチオニン脱炭酸酵素（L-methionine decarboxylase） 
MGL：L-メチオニン γ-リアーゼ（L-methionine γ-lyase） 
PLP：ピリドキサール 5’-リン酸（pyridoxal 5’-phosphate） 
PMSF：フェニルメチルスルホニルフルオリド（phenylmethylsulfonyl fluoride） 
PVDF：ポリビニリデンフルオリド（polyvinylidene fluoride） 






第１章  序章 
 











L-methionine aminopeptidase，L-methionine aminotransferase，L-methionine racemase，L-methionine 
dethiomethylase などが知られるが，L-methionine に特異的な酸化還元酵素は知られていない．本研










Fig. 1.  アミノ酸脱炭酸酵素が触媒する反応． 








ほとんどのアミノ酸脱炭酸酵素が補酵素として PLP を要求するビタミン B6 酵素である 5)．PLP
酵素はその構造の違いから Fold type Ⅰ，II，III，IV あるいはⅤに分類可能であり，PLP依存性アミノ
酸脱炭酸酵素は Fold type Ⅰあるいは Fold type Ⅲに分類されている 6-8)． 
さらに PLP依存アミノ酸脱炭酸酵素はその配列から 4つのグループに分類される 5)．Group Ⅰ，
Group II（Fig. 2）および Group Ⅲ（Fig. 3）は Fold type Ⅰの酵素，Group Ⅳは Fold type Ⅲの酵素によ
り構成される．Group Ⅰにはグリシン脱炭酸酵素のみ，Group Ⅱには HisDC や GluDC 等，Group Ⅲ，
Ⅳには L-オルニチン脱炭酸酵素，L-アルギニン脱炭酸酵素等が属する（Table 1）． 
 
 











* Fold type，PLP 酵素の構造分類；Group，アミノ酸脱炭酸酵素の配列分類． 
 
Fold type Group Enzyme 
Fold type Ⅰ Group Ⅰ glycine decarboxylase 
Group Ⅱ L-glutamate decarboxylase 
L-histidine decarboxylase  
L-tyrosine decarboxylase 
L-lysine decarboxylase 
aromatic-L-amino acid decarboxylase 
Group Ⅲ L-ornithine decarboxylase （bacteria） 
L-arginine decarboxylase （bio-degradative） 
Fold type Ⅲ Group Ⅳ L-ornithine decarboxylase（eucaryotic）  


















Fig. 2.  Group Ⅱに属する PLP 依存性アミノ酸脱炭酸酵素の 4次構造． 
（A）Methanocaldococcus jannaschii由来 L-チロシン脱炭酸酵素（PDB ID: 3F9T）；（B）
ヒト由来L-ヒスチジン脱炭酸酵素（L-ヒスチジンメチルエステルとの共結晶）（PDB ID: 
4E1O）4)；（C）Sus scrofa由来 L-3,4-dihydroxyphenylalanine（L-DOPA）脱炭酸酵素（PDB 
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第２節  L-メチオニン脱炭酸酵素 
L-メチオニン脱炭酸酵素（MetDC）（EC 4.1.1.57）は，L-メチオニン（L-Met）の脱炭酸を触媒し
て，3-メチルチオプロピルアミンおよび CO2を生じる反応を触媒する 15,16)（Fig. 4）．ピリドキサー
ル 5’-リン酸（PLP）を補酵素とするビタミン B6酵素である．  










MetDCはいままで 3種の生物種において報告されており，1960 年代に放線菌 Streptomyces sp.15,20)
で初めて見いだされ，1970 年代にシダ植物 Dryopteris filix-mas 21,22)，1990 年代に海産渦鞭毛藻











は，L-Met から 3-メチルチオプロピルアミン（3-methylthiopropylamine, MTPA, 3-MTPA），3-メチル
チオプロピオン酸（3-methylthiopropionate, MTP）を経由して，DMSPを合成する経路である．まず，
L-Metが脱炭酸されて 3-MTPAが合成される．次に 3-MTPAが脱アミノ化され，MTPが合成される．







Streptomyces sp. 590 のアミン代謝経路に関連している可能性がある．Knowlesらおよび Floris らによ
るアミンオキシダーゼの研究は，MetDCおよびアミンオキシダーゼが，L-Met から 3-MTPAを経由
して 3-メチルチオプロピルアルデヒドを生合成する代謝に関与する可能性があることを示唆した





























Fig. 5.  海産渦鞭毛藻における推定上のメチオニン代謝経路 23)．MTPA : 3-メチルチオ







現在報告されている 3 種の生物由来の MetDC を比較してみると，3 つに共通した特徴として，
同一サブユニットからなるダイマー構造であること，PLPを補酵素とすることが挙げられる（Table 
2）．最適 pHは中性から酸性であり，熱に弱い． 
また，比活性や基質親和力が最も高いのは，放線菌 Streptomyces sp. 由来の MetDCである．  
 
Table 2.  これまでに報告されたMetDCの主な特徴． 
 Streptomyces sp. 
（放線菌）由来 
MetDC 16, 20) 
Dryopteris filix-mas 
（シダ植物）由来 
MetDC 21, 22) 
Crypthecodinium cohnii  
（海産渦鞭毛藻）由来 
MetDC 23) 









補因子 PLP PLP PLP 
最適 pH 6.9 5.0 7.3 
最適温度（℃） 40 - 30 
比活性 
（μmol/mg/min） 
29.7 20 4.5 



































第２章  Streptomyces sp. 590 由来 L-メチオニン脱炭酸酵素遺伝子のクローニングおよび
配列解析 
 













きた．Misono ら 16) は，MetDC 部分精製酵素を用いて MetDC のいくつかの特性を報告した．分子
量，最適 pH，PLPの影響，L-メチオニンと 19の標準アミノ酸および多くの L-メチオニン類似体に
対する基質特異性，ならびに L-メチオニン，L-ノルロイシン，S-エチル-L-システインのミカエリス
定数（それぞれ 5，16，44 mM）．放線菌をはじめとして，MetDC を産生する生物がいくつか報告
されている（Streptomyces sp. 15,20)，シダ植物 Dryopteris filix-mas 21)，海産渦鞭毛藻 Crypthecodinium 
cohnii 23)）． 
報告によると 15,16)，Streptomyces sp. 590は，L-メチオニンの定量またはメチオニン飢餓による抗





この章では，Streptomyces sp. 590 由来MetDCの新規酵素活性測定法の開発，Streptomyces sp. 590
の培養，MetDC の精製，腫瘍細胞に対する MetDC の細胞毒性の検討を行い，ゲノム DNA におけ




第２節  実験材料および方法 
 
２-２-１ 使用菌株 




前培養では 1 Lの坂口フラスコを 1本用い，120 ml の培地で行った（Scheme 1）．115 mM グルコ
ース，および3% トリプティクソイブロース，1% 酵母エキスを含む培地を作成して綿栓で封をし，
オートクレーブにより滅菌した．この培地に，放線菌 Streptomyces sp. 590の胞子懸濁液を十分量植
菌し，30℃，120 rpm，約 24時間培養した．本培養はミニジャーファーメンターにて 3 Lで培養を
行った．300 mM グルコース，0.3%酵母エキス，1 mM MgSO4，15 mM (NH4)2SO4，0.01% PLP，70 mM 
L-メチオニンを含む培地 3,000 ml を 2 Mの NaOHにて pH 7.2-7.3に調整し，3 L用ミニジャーファ
ーメンター内で滅菌し，使用した．前培養液を加えた後，本培養は 30℃，120 rpm，約 24時間通気
培養した．菌が十分に生育したところで培養を終了し，菌体は遠心分離（6,000 rpm，15 min，4℃）
によって回収し，0.85% NaCl 溶液で 2回洗浄し，使用するまで-30℃のフリーザーで保存した． 
 
Scheme 1.  放線菌 Streptomyces sp. 590の培地および培養方法． 







２-２-３ アミンオキシダーゼを用いた L-メチオニン脱炭酸酵素の新規活性測定法の開発 
Arthrobacter globiformis由来の銅アミンオキシダーゼ 30)，フェノール，4-アミノアンチピリンおよ
び西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼを用いた発色法を用いて，過酸化水素を検出することにより，





起こし，505 nmにおいて極大吸収波長を示した．MetDC活性（U）は，1分間に 1 µmol の 3-メチ
ルチオプロピルアミンを生じる反応を触媒する酵素量として定義した． 
 100 mM KPB（pH 6.6），200 mM L-メチオニンおよび 40 µM PLP を含む反応混合物（950 µl）を，
1.5 ml チューブ中で 55℃，5分間プレインキュベートした（Scheme 2）．反応液に酵素液（50 µl）を
加えた． 55℃，5分間インキュベートした後，反応液 1 ml を沸騰水中またはヒートブロック中で
80℃，5分間加熱して酵素反応を停止させた． 4℃，10,000 rpm，3分間の遠心分離後，上清 900 µl
を 1.5 ml チューブに移した． 50 mM フェノール 43 µl， 15 mM 4-アミノアンチピリン 43 µl，300 
mU/mlペルオキシダーゼ 43 µlおよび 14.3 mU/mlアミンオキシダーゼ 1 µlを含有する呈色用混合試
薬（130 µl）を，900 µlの上清に添加した後，混合液を 37℃で 60分間インキュベートした．吸光度







Scheme 2.  L-メチオニン脱炭酸酵素の新規活性測定法の実験手順． 
 
100 mM KPB (pH 6.6), 40 µM PLP  950 µl 
プレインキュベート    55℃，5 min 
MetDCサンプル 添加         50 µl 
インキュベート     55℃，5 min 
反応停止        80℃，5 min 
遠心分離         10,000 rpm，3 min，4℃ 
●アミンオキシダーゼを用いたアミンの定量 
MetDC反応液 遠心上清採取  900 µl 
混合試薬 添加    130 µl 
・50 mM フェノール     （内 43 µl） 
・15 mM 4-アミノアンチピリン   （内 43 µl） 
・300 mU/ml ペルオキシダーゼ   （内 43 µl） 
・14.3 mU/ml アミンオキシダーゼ    （内 1 µl） 








Streptomyces sp. 590 の集菌した菌体を，湿菌体重量の 3倍容量の破砕用緩衝液（100 mM KPB（pH 
7.0），0.25 mM EDTA，0.01% 2-メルカプトエタノール，50 µM PLP）で懸濁後，カップソニケータ





pH 7.0 に調整し，1時間撹拌後,一晩静置した．遠心分離によって上清を回収し，さらに，氷中で 50%
飽和硫安になるように硫酸アンモニウムを加え，アンモニアで pH 7.0 に調整後，2 時間撹拌後，2
時間静置した．その後，遠心分離により沈殿を回収し，これを緩衝液（20 mM KPB （pH 7.0），0.25 
mM EDTA，0.01% 2-メルカプトエタノール，50 µM PLP）に溶解させた．さらに同じ緩衝液で一晩
透析することで脱塩し，これを硫安分画（25-50%飽和硫安）とした．硫安分画（25-50%飽和硫安）
の溶液を DEAE-Toyopearl 650M 陰イオン交換カラムクロマトグラフィーに供した． 
 
３）DEAE-Toyopearl 650M 陰イオン交換カラムクロマトグラフィー 
サンプルのタンパク質量 5 mgあたり DEAE-Toyopearl 650 M担体 1 mlをカラムに充填し，担体
の 5倍量の緩衝液（20 mM KPB（pH 7.0），0.25 mM EDTA，0.01% 2-メルカプトエタノール，50 µM 
PLP）で担体を平衡化した．その後，上記の硫安分画（25-50%飽和硫安）の溶液をカラムクロマ
トグラフィーに供した．まず 0 mM，次いで，100 mM の NaCl を含む同組成の緩衝液で非吸着タ
ンパク質を溶出させ，100-300 mM NaCl の直線濃度勾配にて目的のタンパク質を溶出させた．溶




後，緩衝液（20 mM KPB（pH 7.0），0.25 mM EDTA， 50 µM PLP，0.01% 2-メルカプトエタノール，
20% (NH4)2SO4）で透析を行い，これを DEAE-Toyopearl 650 Mとした．DEAE-Toyopearl 650 Mの
活性画分を Phenyl-Toyopearl 650M 疎水カラムクロマトグラフィーに供した． 
 
４）Phenyl-Toyopear 650M 疎水カラムクロマトグラフィー 
サンプルのタンパク質量 5 mgあたり Phenyl-Toyopearl 650 M 担体 1 ml をカラムに充填し，担体
の 5 倍量の緩衝液（20 mM KPB（pH 7.0），0.25 mM EDTA， 50 µM PLP，0.01% 2-メルカプトエタ
ノール，20% (NH4)2SO4）で平衡化した．その後，上記の DEAE-Toyopearl 650 M の活性画分をカラ
ムクロマトグラフィーに供し，同緩衝液で非吸着タンパク質を溶出させた．次に 20-0%飽和硫酸ア
ンモニウムの直線濃度勾配にて目的タンパク質を溶出させた．溶出液は 200 dropずつ（約 6 ml）試
験管に分取し，タンパク質濃度は各画分の OD280を測定することにより決定した．それぞれのピー
クに合わせて活性測定を行い，活性の高い画分を集めて濃縮後，緩衝液（20 mM KPB（pH 7.0），
0.25 mM EDTA，50 µM PLP，0.01% 2-メルカプトエタノール，0.1 mM NaCl）で透析を行い，これ
を Phenyl-Toyopearl 650M とした．Phenyl-Toyopearl 650Mの活性画分を Sephacryl S-300 HRゲルろ過
カラムクロマトグラフィーに供した． 
 
５）Sephacryl S-300 HR ゲルろ過カラムクロマトグラフィー 
 約 700 ml の Sephacryl S-300 HR担体をカラムに充填し，担体容量の 1-4%容量となるようにサン
プルを濃縮した．担体の 2 倍量の緩衝液（20 mM KPB（pH 7.0），0.25 mM EDTA，50 µM PLP，0.01% 
2-メルカプトエタノール，0.1 mM NaCl）で，1 ml/min の流速で平衡化を行った．その後，
Phenyl-Toyopearl 650M の活性画分を供し，同緩衝液を用いて，流速は一定のまま溶出を行った．溶








タンパク質濃度の測定は，Bio-Rad Protein Assay kit（バイオラッド）を用いた Bradford 法により
測定した．試料溶液 800 µl に対して，200 µlのキット試薬溶液を添加し，ボルテックスあるいは転
倒混和でよく混合し，30℃で 30分間静置した後，595 nmにおける溶液の吸光度を測定した．ブラ







 まず，泳動板，シリコンチューブ，コームを 70% 2-プロパノールあるいは 70% エタノール存在
下で拭き取り，分析の障害となるタンパク質を除去した．泳動板のスペーサーの周りにシリコンチ
ューブを添わせ，スペーサー部分をクリップで固定してゲル板を組み立てた．12%アクリルアミド
含有の分離ゲルのゾル（Table 3）を調製し，長いゲル板の上から約 3 cmの位置が水面となるよう






2 mg/ml のタンパク質溶液に対して， 2×サンプルバッファ （ー0.125 M Tris-HCl （pH 6.8），4% SDS，
10%スクロース，0.01%ブロモフェノールブルー（BPB），10% 2-メルカプトエタノール）を等量で
混合し，1 mg/ml のタンパク質サンプルとした（Native-PAGE 用の 2x サンプルバッファーは SDS
と 2-メルカプトエタノールを含まない）．SDS-PAGE 用の混合液は，沸騰水中で 100℃，3 min ある
いはヒートブロックで 80℃，5 min ボイルし，タンパク質を完全に変性させて，SDS-PAGE用のサ
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ンプルとした（Native-PAGE 用の混合液はボイルを行わない）．  
 
３）電気泳動 
ゲル板を泳動槽にセットし，30 ml の 10x 電気泳動用緩衝液（150 mM Tris base，1.92 M グリシ
ン，1% SDS）をミリ Q水により 10倍に希釈し，1x 緩衝液 300 ml を泳動槽に注いだ．上記のよう
に調製した 1 mg/ml のタンパク質溶液 10 µl をウェルに供し（タンパク質量 10 µg/well），300-400 V，
20 mA の定電流条件（ゲル板が 2 枚の場合は 40 mA）で約 90分間泳動した．マーカータンパク質
は，SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range（#161-0304，バイオラッド）を用いた． 
サンプルバッファーに含まれる BPBの青い色のラインがゲル下端から 5-10 mm程度となったと
ころで泳動を停止した．泳動後のゲルをゲル板から取り外し，軽く水道水でゲル表面を洗ったのち，
タッパなどの適当な容器内で，クマシーブリリアントブルーR-250（CBB）染色液（0.25% CBB R250，
5% エタノール，7.5% 酢酸）中で数時間から 1 日程度，振とうしてタンパク質の染色を行った．
染色後，水道水でゲル表面の染色液を洗浄し，容器内に水道水およびキムワイプを入れ，数時間か






ミド含有の濃縮ゲルのゾル（Table 6）および泳動用緩衝液は SDSを加えずに作製した．2 mg/ml に
希釈したタンパク質溶液に対して，2x サンプルバッファー（0.125 M Tris-HCl （pH 6.8），10% ス
クロース，0.01% BPB）を等量で混合し，1 mg/ml の Native-PAGE用のタンパク質サンプルとした．
SDS を含まない 30 ml の 10x 電気泳動用緩衝液（150 mM Tris base，1.92 M グリシン）をミリ Q水
により 10 倍に希釈して用いた．タンパク質溶液はボイルせず，タンパク質溶液および電気泳動中





Table 3. SDS-PAGE 用分離ゲル組成    Table 4. SDS-PAGE 用濃縮ゲル組成 





※「30% Acrylamide mix」：1% N,N’-メチレンビスアクリルアミド 2 g，29% アクリルア
ミド 58 gを，ミリ Q水で 200 mlにメスアップ． 
 
 
Table 5. Native-PAGE用分離ゲル組成   Table 6. Native-PAGE 用濃縮ゲル組成 





※「30% Acrylamide mix」：1% N,N’-メチレンビスアクリルアミド 2 g，29% アクリルア
ミド 58 gを，ミリ Q水で 200 mlにメスアップ．  
30% Acrylamide mix          0.375 ml 
H2O（sterilized MilliQ water）  1.45 ml 
0.25 M Tris-HCl（pH 6.8）    1.875 ml 
25% APS               20 µl 
TEMED                        3 µl 
30% Acrylamide mix             2 ml 
H2O（sterilized MilliQ water）  1.75 ml 
0.75 M Tris-HCl（pH 8.8）     3.75 ml 
25% APS         30 µl 
TEMED                        6 µl 
30% Acrylamide mix             3 ml 
H2O（sterilized MilliQ water） 0.625 ml 
0.75 M Tris-HCl（pH 8.8）     3.75 ml 
10% SDS         75 µl 
25% ammonium persulfate（APS） 25 µl 
TEMED                        6 µl 
30% Acrylamide mix          0.375 ml 
H2O（sterilized MilliQ water）  1.45 ml 
0.25 M Tris-HCl（pH 6.8）      2.5 ml 
10% SDS       37.5 µl 
25% APS              12.5 µl 




前培養した HeLa（ヒト子宮頸ガン細胞 Human cervical cancer cell line）および RERF-LC-AI（ヒト
肺ガン細胞 Human squamous lung cancer cell line）に対して，MetDCの添加／非添加の後に 4日間培










Scheme 3.  腫瘍細胞を用いた L-メチオニン脱炭酸酵素の細胞毒性試験． 






Streptomyces sp. 590 由来MetDCのタンパク質バンドを 2次元ゲル電気泳動により単離し，MetDC
の N末端アミノ酸配列を決定した．一次元目に等電点電気泳動，二次元目に SDS-ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）を行った．2次元電気泳動の後，ゲルを CBB R-250 で染色し，ブ
ロッティング緩衝液（25 mM Tris-HCl (pH 8.3)，192 mM グリシン，20%メタノール）に 1時間浸漬
した．ポリフッ化ビニリデン（PVDF）膜を含んだゲルを 100 V，350 mA，1 時間エレクトロブロッ
ティングした． PVDF膜上のタンパク質スポットの N末端アミノ酸配列をペプチドシークエンサ
ー（Applied Biosystems Model 477A，Foster City，CA，USA）によって分析した． 
アミノ酸配列相同性検索には Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）を用いた
（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）．類縁酵素とのアミノ酸配列アライメントには ClustalW を使
用した（http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/）．シグナルペプチドの有無，膜貫通領域の予測及び細胞内局在
性予測には SignalP （http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/），PSORT （http://psort.hgc.jp/）を用いた． 
 
２-２-９ ゲノム DNA の調製 
Streptomyces sp. 590 の培養菌体を 5 ml の SET緩衝液（20 mM Tris-HCl (pH 7.5)，75 mM NaCl，25 
mM EDTA）で懸濁した．この懸濁液に，20 µlの 10 mg/ml RNase および 100 µl の 50 mg/ml リゾチ
ームを添加し，37℃で 2時間インキュベートした．次に，20 mg/ml プロテイナーゼ K 140 µl および
10% SDS 600 µlと混合した後，溶液を 55℃で 2時間インキュベートした．この溶液に 2 ml の 5 M 
NaCl を加え穏やかに混合し，37℃まで冷却した．この溶液に 5 µl のクロロホルムに加え，室温で
30 分間穏やかに混合した． 遠心分離（6,000 rpm，15 min，20℃）後，上清を新しいチューブに移
し，上清の 0.6倍容量の 2-プロパノールを加え穏やかに混合した． 3分後，沈殿した DNAをガラ
ス棒またはパスツールピペットで採取した． DNAを 70%エタノールで 10 秒間洗浄し，風乾させ，







 100 µl 容石英セル内にて，DNA溶液 5 µlを滅菌ミリ Q水あるいは TEバッファー95 µl で 20倍に
希釈し，分光光度計 UV-1200 によってその吸光度を測定した．二本鎖 DNA の濃度は A260の値に，
ファクター50 と希釈倍率 20 を掛けることにより算出した．その単位は ng/μl とした．また，A260





を作製する際，1.7 gのアガロースを 200 ml の 1x TAE buffer で懸濁し，電子レンジで溶解させた．
粗熱をとり，6 µlの 10 mg/ml エチジウムブロマイドを添加したゲル（終濃度 0.3 µg/ml）を作製し
た．5 µl の DNA試料に 1-2 µl の 6x Loading Dye（東洋紡）を混合し，アガロースゲル電気泳動に供
した．DNAの分子量マーカーには，Quick-Load 1 kb DNA Ladder（#N0468S, New England Biolabs）
および/あるいはWide-Range DNA Ladder（100-2,000 bp）（Code 3427A, タカラバイオ）を使用した． 
 
２-２-１２ 次世代シークエンサーによるゲノム DNA塩基配列の決定 
Streptomyces sp. 590 のゲノム塩基配列決定を行った．次世代シークエンサー 454GS FLX+（Roche
社）を使用した．ショットガンライブラリーは，マニュアルに従い GS FLX +ライブラリー調製キ
ット（Roche）を用いて調製した．Streptomyces sp. 590 のゲノムのフラグメントランを 1/4 プレート
分行った 31) ．得られたデータを付属のアセンブラーソフトである Newbler ver 2.8にて解析した． 
 
２-２-１３ L-メチオニン脱炭酸酵素遺伝子の決定 
 次世代シークエンサーにより得られた Streptomyces sp. 590のゲノムDNAドラフト配列を用いて，
mdc 遺伝子を検索した．BLAST により，MetDCの N末端アミノ酸配列をクエリーとして使用して




より mdc 遺伝子をクローニングした． PCRは以下の条件下で行った：94℃で 2分間; 98℃で 10秒




第３節  結果および考察 
 
２-３-１ L-メチオニン脱炭酸酵素の細胞毒性評価 
放線菌由来MetDCの部分精製酵素（Table 7，Fig. 8）を用いた実験により， L-メチオニン分解性
の抗腫瘍性酵素として知られる L-メチオニン γ-リアーゼ（MGL）と同様に， 2種の腫瘍細胞 HeLa
（ヒト子宮頸ガン細胞 Human cervical cancer cell line）および RERF-LC-AI（ヒト肺ガン細胞 Human 








Fig. 8.  放線菌 Streptomyces sp. 590由来の L-メチオニン脱炭酸酵素の精製の各段階に
おける SDS-PAGE． 
レーン 1，分子質量マーカー；2，無細胞抽出液；3，硫安分画（25-50%飽和硫安）；4，
DEAE-Toyopearl 650M カラムクロマトグラフィー；5，Phenyl-Toyopearl 650M カラム





Fig. 9. 腫瘍細胞に対する L-メチオニン脱炭酸酵素の細胞毒性． 
HeLa（ヒト子宮頸ガン細胞）および RERF-LC-AI（ヒト肺ガン細胞）を培養後，MetDC
の添加（コントロールは代わりに PBS を添加）の後に 4日間培養したときの各細胞の
生存率をMTT アッセイおよび顕微鏡写真により評価した． MTT アッセイの結果のグ
ラフについて，縦軸は細胞生存率，横軸は L-メチオニン脱炭酸酵素活性濃度（終濃度）
を示している．各試験は 3 回行った． 
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２-３-２ N末端アミノ酸配列の決定  
部分的精製された Streptomyces sp. 590 由来MetDC（Table 7，Fig. 8）を用いて，酵素の N末端ア
ミノ酸配列を分析した．2 次元電気泳動，エレクトロブロッティングおよびエドマン分解法による
ペプチド配列解析の結果に基づいて，我々は，MetDCの N末端配列：ATAVDPGPELDGGDFA の 16




２-３-３ 放線菌 Streptomyces sp. 590 のゲノム DNAの塩基配列の決定 
酵素遺伝子の完全長配列を決定するために，我々は Streptomyces sp. 590のゲノム DNAのドラフ
ト配列を決定した．そのために，次世代ゲノムシークエンサーRoche 454 GS FLX +を使用した． 
その結果，Streptomyces sp. 590 のゲノム DNAのドラフト配列を決定した．1 kb 以上のコンティ
グ 117個から成り，合計鎖長 8,025,937 bp から成り立っていた．平均塩基鎖長，N50塩基鎖長，お
よび最長塩基鎖長の長さは，それぞれ 68,597 bp，153,344 bpおよび 511,022 bp であった． 
 
２-３-４ L-メチオニン脱炭酸酵素遺伝子の塩基配列の決定 
私は，N末端の 16アミノ酸残基を用いて，Streptomyces sp. 590のドラフトゲノム配列上で BLAST
検索を行い，最終的に 557 個のアミノ酸残基をコードする 1,674 bp からなる MetDC遺伝子（mdc）
を同定した（Fig. 10）．MetDC の遺伝子の塩基配列情報およびタンパク質のアミノ酸配列情報は，
DDBJ データベースから取得できる（accession number: AB970471）．ドラフトゲノム配列上に mdc








Fig. 10.  Streptomyces sp. 590 由来MetDCの完全長の塩基配列およびタンパク質配列． 
アミノ酸配列は塩基配列より推定した．四角で囲まれた領域，アミノ酸配列解析により決定さ
れたMetDC の N末端 16アミノ酸残基．アスタリスク，Asp336，Ser387，Lys394はMetDC活
性に重要と考えられる．上部傍線，GroupII に属する PLP 依存性アミノ酸脱炭酸酵素にみられ
るコンセンサス配列．MetDC の遺伝子の塩基配列情報およびタンパク質のアミノ酸配列情報は，




Streptomyces sp. 590 由来MetDCのアミノ酸配列は，L-ヒスチジンデカルボキシラーゼ（HisDC），
L-バリンデカルボキシラーゼ（ValDC）および L-グルタミン酸デカルボキシラーゼ（GluDC，GAD）
のアミノ酸配列と類似していた． MetDCと 43-48%の配列同一性を共有するアミノ酸脱炭酸酵素は，
以下の値で相同性を示した：（1）HisDC from Streptomyces sp. NRRL S-337 （48%）, Streptomyces 
aureofaciens （47%）, Photobacterium sp. AK15 （47%）, Streptomyces scabrisporus （46%）, Fischerella 
sp. PCC 9431 （46%）, Bacillus chagannorensis （45%）, Streptomyces sp. Mg1 （45%）, Streptomyces 
clavuligerus （44%）, Streptacidiphilus albus （44%）, Alkaliphilus transvaalensis （43%） and Streptomyces 
sp. NRRL F-2580 （43%）；（2）ValDC from Streptomyces viridifaciens （47%）, Kitasatospora setae （45%） 
and Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 （45%）；（3）GluDC from five strains of Vibrio vulnificus 
（43%）． 
さらに，ClustalW 32-40) を用いたMetDCおよびこれらの脱炭酸酵素のタンパク質配列を用いた系
統解析を行った（Fig. 11）．Streptomyces sp. 590 由来MetDCは，Streptomyces 属菌由来HisDCやValDC
と高い配列相同性を有していることがわかった． 
 








Gly281，His334，Asp336，Ala338，Ser387 および Lys394 の 10アミノ酸残基がこれらの脱炭酸酵素
間で高度に保存されていることが同定された（Fig. 10，Fig. 12）． 特に，GluDC 41,42) および HisDC 39) 




PLP 上のピリジニウム環 N と相互作用することにより，酵素活性部位における PLP の保持に寄与
する．残基が基質結合ポケットの一部を形成するため，おそらく Ser387 は基質特異性の重要な残









Fig. 12.  MetDC（N 末端 15アミノ酸残基を除く）と，類似脱炭酸酵素（HisDC，ValDC，GluDC）
との配列のアライメント（ClustalW, URL: http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp）．掲載したすべての脱炭































第１節  背景および目的 
これまで，放線菌 Streptomyces sp. 590から L-メチオニン脱炭酸酵素（MetDC）を大量に取得し，
酵素を精製することは困難であった．このことが，過去数十年間の基礎研究および応用研究おける
MetDC に関する研究の進展を妨げてきた 16) ． 
この章では，放線菌 Streptomyces sp. 590 由来 MetDC 遺伝子のクローニング，大腸菌を用いた





第２節  実験材料および方法 
 
３-２-１ 使用菌株およびベクター 





E. coli Top10 および E. coli BL21（DE3）の遺伝的背景について以下に列挙した． 
 
E. coli Top10 
【F-, mcrA, Δ（mrr-hsdRMS-mcrBC） Φ80lacZΔM15, Δ lacX74, recA1, araD139, Δ（ara-leu）7697, galU, 
galK, rpsL （StrR）, endA1, nupG】 
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E. coli BL21（DE3） 





ポンジーンあるいは和光純薬から購入し用いた．PCR 試薬は，KOD plus neo（東洋紡）あるいは
KOD plus（東洋紡）を用いた．クローニング・サブクローニングの成否を確認する際は，短時間で





pET-28a（+）ベクター（カナマイシン耐性遺伝子含有）を導入した大腸菌 E. coli BL21（DE3）を
カナマイシン 50 µg/ml を含有する LB培地 15 ml中で 37℃，230 rpmで 16時間継代培養した．これ
を前培養液とした．カナマイシン 50 µg/ml を含む modified TB液体培地（1.2%ポリペプトン，2.4%
酵母エキス，1.25% K2HPO4，0.23% KH2PO4，2%グリセロールおよび 0.05%ポリエチレングリコー
ル）1000 ml に前培養液 10 ml を接種した後，大腸菌形質転換体を対数増殖期前期（OD600 = 0.3-0.4）
まで 230 rpm，37℃で増殖させた． 培養物液に終濃度 1 mM となるように IPTGを添加後，37℃，
130-150 rpmでさらに 6時間インキュベートし，C末端 His6-Tag融合MetDCタンパク質の発現を誘
導した． 遠心分離（6,000 rpm，15 min，4℃）により，培養菌体を回収し，破砕バッファーI（0.25 
mM EDTA，0.1 mM PLP，1 mM PMSFおよび 0.5 mM DTT を含有する 100 mM KPB（pH 6.6））で菌
体を 2回洗浄した．菌体を使用するまで-30℃で保存した． 
pET-52b（+）ベクター（アンピシリン耐性遺伝子含有）を導入した大腸菌 E. coli BL21（DE3）を
アンピシリン 100 µg/ml を含有する LB液体培地 50 ml 中で 37℃，230 rpmで対数増殖期（OD600 = 
0.5-1.0）まで培養した．これを前培養液とした．アンピシリン 100 µg/ml を含む LB 液体培地ある
37 
 
いは modified TB液体培地（1.2%ポリペプトン，2.4%酵母エキス，1.25%  K2HPO4，0.23% KH2PO4，
2%グリセロールおよび 0.05%ポリエチレングリコール）1,000 ml に前培養液 20 ml を接種（2%接種）
した後，大腸菌形質転換体を対数増殖期前期（OD600 = 0.4-0.6）まで 130-150 rpmで 37℃あるいは
25℃で増殖させた． 終濃度 1 mM となるように IPTGの添加後，培養液を 37℃，130-150 rpmでさ
らに 6時間インキュベート，あるいは，氷水で急冷後，25℃，130-150 rpmでさらに 13-15時間イン
キュベートし，C 末端 His10-Tag 融合 MetDC タンパク質の発現を誘導した．遠心分離（6,000 rpm，
15 min，4℃）により，培養菌体を回収し，破砕バッファーII（0.1あるいは 1 mM PLP，1あるいは
10 mM PMSF，および 0.5 mM DTT を含む，100 mM KPB（pH 6.6）あるいは 100 mM Tris-HCl （pH 
8.0））あるいは 10 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA agarose用精製バッファ （ー20 mM NaH2PO4






pET-28a（+）ベクターは，制限酵素 Nco Iおよび Xho Iを用いて開環し，PCRにより調製したMetDC
遺伝子（mdc）を挿入した．mdc の 3'末端の終始コドンを削除し，3'末端のプロリン残基（P）の 3'
側にグリシン残基（G）を付加するため塩基 GG を付加するよう PCR により調製した後，GeneArt
キットにより，ベクタープラスミドと連結させた（pET-28a（+）-mdc）． 
pET-52b（+）ベクターは，制限酵素 Nco Iおよび Sac Iを用いて開環し，pET-28a（+）-mdc から
PCRにより調製した mdc を挿入した．mdc の 3'末端の終始コドンを削除し，3'末端をプロリン残基
（P）となるよう調製した後，GeneArt キットにより，ベクタープラスミドと連結させた（pET-52b
（+）-mdc）．このとき，Sac Iサイトが消失した． 
mdc を含む組換えプラスミド（pET-28a（+）-mdc あるいは pET-52b（+）-mdc）を保有する E. coli 
Top10 あるいは E. coli JM109 を，LB液体培地（pH 7.0）中で，好気的に増殖させた（37℃，230 rpm，
12-16 h）．これにより，組換えプラスミドを増幅，取得した．プラスミドの精製は，Quantum Prep 
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Plasmid Miniprep Kit （バイオラッド）あるいは Quantum Prep Plasmid Midiprep Kit （バイオラッド）
を用いて行った． 
 
３-２-５ PCR法による MetDC遺伝子の増幅 
PCR反応試薬は，KOD plus neo（東洋紡），KOD plus（東洋紡）あるいは KOD Fx neo（東洋紡）
を用いた．クローニング，サブクローニングあるいはシークエンスの準備のために適切に使い分け





クローニング用プライマー〈C末端 His6-Tag融合 MetDC用〉 
Fw：5’-AAGAAGGAGATATACATGAGCCCGACCGCCTTC-3’（33 bp） 
Rv：5’-GTGGTGGTGGTGCCCCGGTGCGCCCAGGATCAC-3’（33 bp） 









３-２-６ GeneArtによる DNA断片の連結 
GeneArt Seamless Cloning and Assembly Kit （ライフテクノロジーズ）を使用した．目的遺伝子を
増幅する各プライマーの 5’末端には線状化ベクターの末端 15 塩基と相同性を持つ配列を付加し，
プライマーは 30-40 塩基になるよう設計した．インサートはゲノム DNA を鋳型とし，PCR により
目的遺伝子を増幅した． 
その他の基本的なプライマーの設計基準について以下に記述する．GC 含量は 40-60%（特に
45-55%）とする．5’末端を A か T あるいはそれらの混在で，3’末端を C か G あるいはそれらの混
在で，1-2塩基連続する配列を選ぶ．Tm値を 60-70℃とする．同一塩基，Aと T，あるいは Gと C




Quantum Prep Mini Prep Kit （バイオラッド）を使用した．プラスミドを保有する菌体を 5 ml の
LB培地（抗生物質含有）に植菌し，一晩培養した．培養液 1-4 mlを 1.5 mlチューブに集菌（12,000×g，
1 min，25℃）した．上清除去後，沈殿に Resuspension Solution を 200 µl添加し，ボルテックスある
いはピペッティングで均一になるまで懸濁した．懸濁液に Lysis Solution を 250 µl 添加し，1.5 ml
チューブを穏やかに数回転倒混和後，Neutralization Solutionを 250 µl 添加して穏やかに数回転倒混
和した．出現した綿状の沈殿を除くため遠心分離（12,000×g，5 min，25℃）し，タンパク質を沈殿
させた．2 ml 容の Collection Tube にセットしたスピンフィルターへ上清を移して，事前によく懸濁
した Quantum Matrixを 200 µl 添加し，ピペッティングによりよく混和した．遠心分離（12,000×g，
1 min，25℃）を行い，スピンフィルターを外して流出液を廃棄した後，スピンフィルター上へWash 
buffer を 500 µl 添加し遠心分離（12,000×g，1 min，25℃）を行った．流出液廃棄後，スピンフィル
ター上へ再度Wash buffer を 500 µl 添加し遠心分離（12,000×g，2 min，25℃）を行った．流出液廃
棄後，スピンフィルターを 1.5 ml チューブへ移し，ふたを開けたまま，70℃で加熱したヒートブロ
ック上で 2-3 min 保持し，残存したWash buffer に含まれているエタノールを除去した．事前に 70℃






 以下全て，クリーンベンチを用いた無菌条件下で行った．宿主大腸菌 E. coli Top10，E. coli JM109
あるいは E. coli BL21（DE3）のグリセロールストックから，抗生物質を含まない LB寒天培地に画
線し，37℃で 12-16 時間，静置培養した．培養後，大腸菌シングルコロニーを LB 培地 50 ml に植
菌し，37℃，230 rpmで 12-16時間培養した．これを前培養液とした．50 ml の SOB培地（2%ポリ
ペプトン，0.5%酵母エキス，10 mM NaCl，2.5 mM KCl，pH 7）に 1 M MgCl2および 1 M MgSO4を
それぞれ 500 µlずつ（あるいは 1 M MgCl2・1 M MgSO4を 500 µl）添加し，前培養液を 50 µl 接種
した．37℃，230 rpmで OD600 = 0.4-0.6になるまで約 1-3時間培養し，50 ml のファルコンチューブ
にて培養液を遠心分離した（6,000 rpm，15 min，4℃）．上清を破棄し，ペレットに 17 ml の氷冷
Transformation Buffer を加え，氷上で緩やかに転倒混和した．（Transformation Buffer の組成は 10 mM 
PIPES（pH 6.7-6.8），15 mM CaCl2，250 mM KCl，55 mM MnCl2であり，まず MnCl2以外の試薬を
測り，ミリ Q水を加え，5 N KOH を用いて pH 6.7-6.8に調整した．MnCl2を加えた後，メスアップ
し，フィルター滅菌を行い，使用するまで 4℃保存した）．氷上に 10分間静置した後，遠心分離（6,000 
rpm，15 min，4℃）後，上清を破棄し，ペレットを 500 µlの氷冷 Transformation buffer で懸濁し氷
上で，終濃度 7%となるように常温のジメチルスルホキシド（DMSO）を 50 µl 添加した．氷上に




大腸菌組換えMetDCを発現させるために，プラスミド pET-28a（+）-mdc あるいは pET-52b（+）
-mdc を大腸菌宿主 E. coli BL21（DE3）に導入した．  
市販あるいは上記の方法で作製した大腸菌コンピテントセル（50 あるいは 100 µl）にプラスミド
含む溶液をコンピテントセル容量の最大 1/20量（2-5 µl）添加し，10 µlチップで 1-2回ピペッティ
ングした後，氷上で 30分間インキュベートした．42℃で 30秒間ヒートショックを与え，氷上で 2
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分間冷却した後，SOC培地（SOB培地 50 ml に対して 1 M グルコース 500 µl を添加したもの）500 
µl あるいは 900 µl を添加した．37℃，230 rpm，1-2 h 培養した後，遠心分離（8,000 あるいは 10,000 
rpm，1 min，25℃）し，デカントにより上清を破棄し，残存した上清を用いてペレットをピペッテ
ィングにより懸濁した．約 100 µl の大腸菌懸濁液のうち，50 µl を，導入プラスミドに適した抗生
物質を含む LB寒天培地上にスプレッドした．LB寒天培地 2枚に対して，火炎滅菌を経ずに連続で
スプレッドした後，37℃で 16-24 時間静置培養した．シングルコロニーが観察できる LB 寒天培地
を選択し，アルミホイルで遮光して 4℃保存した． 
 
３-２-１０ 組換え L-メチオニン脱炭酸酵素の精製 
 すべての精製手順は 0-4℃で行った．MetDC遺伝子（mdc）を導入した大腸菌 BL21（DE3）形質
転換体のうち，C末端 His6-Tag融合 MetDCタンパク質を発現する pET-28a（+）-mdc 保有の大腸菌
ペレットは，破砕バッファーI（0.25 mM EDTA，0.1 mM PLP，1 mM PMSF および 0.5 mM DTTを
含む 100 mM KPB（pH 6.6））で懸濁した．懸濁バッファー量は，湿菌体重量の 3倍容量を用いた．
懸濁液中の大腸菌菌体は，カップソニケーターを用いた超音波破砕機（Insonicator 201M，クボタ）
により超音波破砕した（150 W，15 min，2回，氷水還流下）．破砕液を遠心分離（8,000-10,000 rpm，
60-120 min，4℃）し，上清を細胞抽出液として得た．細胞抽出液を 50 mM NaCl を含有する
DEAE-Toyopearl 用精製バッファー（0.25 mM EDTA，0.01% 2-メルカプトエタノール，50 µM PLP，
20 mM KPB（pH 6.6））で透析した．DEAE-Toyopearl 用精製バッファーにより，DEAE-Toyopearl 650M
担体を平衡化した．透析した細胞抽出液を DEAE-Toyopearl 650M担体に通過させた．カラムを 100 
mM NaCl を含む DEAE-Toyopearl 用精製バッファーで洗浄した． 300 mM NaCl を含む
DEAE-Toyopearl 用精製バッファーで酵素を溶出した．活性画分を，10 mM イミダゾールを含有す
る Ni-NTA agarose用精製バッファー（50 mM NaH2PO4（pH 8.0-8.3），300 mM NaCl，50 µM PLP）で
透析した．10 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA agarose 用精製バッファーを Ni-NTA agarose 担体
に通過させた．透析した活性画分を Ni-NTA agarose 担体に通過させた．カラムを 10 mM イミダゾ
ールを含有する Ni-NTA agarose 用精製バッファーで洗浄した後，40 mM イミダゾールを含有する
Ni-NTA agarose 用精製バッファーで洗浄した．最終的に，組換え酵素は 200 mM イミダゾールを含
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有する Ni-NTA agarose 用精製バッファーで溶出し，Amicon Ultra-15 遠心フィルター（Molecular 
Weight Cut-Off，30,000; メルク）で濃縮し，続いて 40 µM PLP を含む 100 mM KPB（pH 6.6）で透
析した． 
C末端 His10-Tag融合 MetDCタンパク質を発現する pET-52b（+）-mdc 保有の大腸菌ペレットは，
破砕バッファーII（0.1あるいは 1 mM PLP，1あるいは 10 mM PMSF，および 0.5 mM DTTを含む，
100 mM KPB（pH 6.6）あるいは 100 mM Tris-HCl （pH 8.0））あるいは 10 mM イミダゾールを含有
する Ni-NTA agarose 用精製バッファー（20 mM NaH2PO4（pH 8.0-8.3），500 mM NaCl，50 µM PLP）
で懸濁した．懸濁バッファー量は，湿菌体重量の 10 倍容量で行った．懸濁液中の大腸菌菌体は，
超音波破砕機（Insonicator 201M，クボタ）により超音波破砕した（150 W，15 min，2回，氷水還
流下）．破砕液を遠心分離（8,000-10,000 rpm，60-120 min，4℃）し，上清を細胞抽出液として得た．
10 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA agarose用精製バッファーにより，Ni-NTA agarose 担体を平
衡化した．細胞抽出液を Ni-NTA agarose 担体に通過させた．カラムを 10 mM イミダゾールを含有
する Ni-NTA agarose 用精製バッファーで洗浄した後，50 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA 
agarose 用精製バッファーで洗浄した．最終的に，組換え酵素は 500 mM イミダゾールを含有する
Ni-NTA agarose 用精製バッファーで溶出し，Amicon Ultra-15 遠心フィルター（Molecular Weight 
Cut-Off，30,000; メルク）で濃縮し，続いて0.1，0.5あるいは1 mM PLPを含む100 mM MES-NaOH/HCl
（pH 7.0）で透析した．精製酵素は，使用するまで，-30℃あるいは 4℃で保存した． 
Ni-NTA agarose 担体の使用前準備は以下の様に行った．Ni-NTA agarose Resin（Mat. No. 1018244，
QIAGEN）は，タンパク質 50 mgあたり 1 ml を使用した．まず， 任意量の Ni-NTA agarose 担体（20%
エタノール中で保存）を内径 1.5 cmのカラムに充填した．充填速度は，使用時の流速の約 3倍とし
た（3 ml/min，3滴/1-2秒）．3 M NaCl を担体の 10 倍量以上流した後，5 mM NiSO4を担体の 2倍量
以上流した．これにより，担体を活性化させ，His-Tag 融合タンパク質に対する吸着力を回復させ
た．最後に，500 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA agarose用精製バッファーを担体の 10倍量以
上流して洗浄し，10 mM イミダゾールを含有する Ni-NTA agarose 用精製バッファーを担体の 10倍
量以上流して平衡化した．その後，流速を 1 ml/min（1滴/1-2秒）に調整した． 
Ni-NTA agarose担体の使用後の処理は以下の様に行った．0.5 M NaCl / 0.5 M EDTAを担体の 10
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倍量以上流して洗浄し，担体に結合している Ni2+を脱離させた．MilliQ 水を担体の 10 倍量以上流
して洗浄し，最後に 20%エタノールを担体の 2倍量以上流して，次回の使用まで 4℃で保存した． 
 
３-２-１１ ゲルろ過 HPLC 法による分子質量およびサブユニット組成の推定 
 精製した組換え MetDC の機能形態における分子質量を測定するため，ゲルろ過 HPLC 法を用い
た．カラムは TSKgel G3000SW（05103, 東ソー）を用いた．マーカータンパク質は，Gel Filtration 
Standard（#151-1901, バイオラッド）用いた．マーカータンパク質の分子質量を以下に示す．
thyroglobulin（bovine），γ-globlin（bovine），ovalbumin（chicken）および myoglobin（horse）: 670,000，
158,000，44,000および 17,000 Da． 
 
３-２-１２ 酵素中の PLP量の定量 
組換えMetDCに結合した PLPは，フェニルヒドラジン法により定量した（Scheme 4）．フェニ
ルヒドラジンは，典型的な PLP 酵素阻害剤であり，PLP と結合して不活性の PLP 複合体を形成す
るが，フェニルヒドラジン-PLP複合体は酵素-PLP や遊離 PLPと比べて，強い黄色を呈し，その極
大吸収波長は 410 nmである．したがって，フェニルヒドラジン法により，溶液中の PLP濃度を定
量することができる． 
PLP 量の定量は以下の論文を参考に，本酵素用に改変した 43) ．まず，酵素のホロ化のため，組
換え MetDC を，1 mM PLPを含む 100 mM KPB （pH 6.6）で 30℃，30 min インキュベートした後，
同バッファーにて 4℃で一晩透析した．その後，遊離 PLPを除去するため，組換え MetDC を，PLP
を含まない 100 mM KPB （pH 6.6）にて 4℃で一晩透析した．最後に，スキームに示す通り，組換

















10 N （5 M） H2SO4  （10 ml） 
   97% H2SO4    5.1 g （約 3 ml） 
   ミリ Q水    6 ml 
   10 ml にメスアップ 
呈色試薬（フェニルヒドラジン液）（10 ml） 
 10 N （5 M） H2SO4      10 ml 
 フェニルヒドラジン塩酸塩   400 mg 
 （Phenylhydrazine hydrochloride）  















〇PLP-freeバッファー： 100 mM KPB （pH 6.6） 
〇PLP添加バッファー： 100 mM KPB （pH 6.6）, 1 mM PLP 
〇ヒドロキシルアミン添加バッファ ：ー 100 mM KPB （pH 6.6）, 10 mM hydroxylamine 
（HA） 
○吸収スペクトル解析：   
希釈バッファー   450 µl 
オートゼロ 
酵素溶液 添加  50 µl  （10倍希釈） 
吸収スペクトル測定（200 - 500 nm）（常温）  
（JASCO V-630ST UV/Vis/NIR spectrophotometer [日本分光]） 
○PLP除去試薬：  ヒドロキシルアミン 
 PLP-freeバッファーにて 100 mMに調製後， 
サンプル溶液の 1/10量を添加して，終濃度を 10 mM とした． 
○PLP再添加液：  ミリ Q 水にて，0, 50, 500, 5,000 µMの PLP 水溶液を調製後， 
サンプル溶液の 1/4量を添加して， 
それぞれの終濃度を 0, 10, 100, 1,000 µMとした． 
１．MetDC 溶液のバッファーを限外ろ過により，PLP 添加バッファーに置換した 
（5,000 xg, 4℃, 60 min x 3）（x 1,000倍）． 
２．MetDC 溶液のバッファーを PLP-freeバッファーに置換した 
（5,000 xg, 4℃, 60 min x 3）（x 1,000倍）． 
３．MetDC 溶液のバッファーをヒドロキシルアミン添加バッファーに置換し， 
30℃，30 min インキュベートした． 
４．MetDC 溶液のバッファーを PLP-freeバッファーに置換した 
（5,000 xg, 4℃, 60 min x 3）（x 1,000倍）． 
５．活性測定，吸収スペクトル測定（x 10希釈） 
６．MetDC 溶液に PLP を終濃度 0, 10, 100, 1,000 µMになるよう再添加し， 







以下の試薬を阻害剤として，反応基質溶液に混合した（Table 9）．今回，ほとんどの試薬を 100 mM
の高濃度試薬溶液として調製し，終濃度は 1 mM とした．終濃度の 100倍の濃度の高濃度試薬溶液
を反応基質溶液の 100分の 1量添加した． 
試薬は基本的にミリ Q水で溶解させ，水に溶解しないものは DMSOで溶解させた．ただし，L-
システイン塩酸塩は溶解させるのが困難であったので，終濃度 0.125 mM で用いた．
p-chloromercuriphenylsulfonic acid は，既に 100 mM に調製されていたため，そのまま使用した（溶
媒不明）．4-chloromercuribenzoic acid は，DMSOで溶解した．使用した MetDC 量は，1反応系あた
り 6.2 x 10-3 units であった． 











L-システイン PLP 不活性化（PLPと thiazolidine ringを形成） 
D, L-ペニシラミン PLP 不活性化（PLPと thiazolidine ringを形成） 




 組換え MetDC の抗腫瘍性を調べるために，2 種類のヒト腫瘍細胞 A431（ヒト扁平上皮ガン細胞
Human epidermoid ovarian carcinoma cell line）および MDA-MB-231（ヒト乳腺ガン細胞 Human breast 
cancer cell line），および 1 種類のヒト正常細胞 NHDF-Neo（新生児正常ヒト皮膚繊維芽細胞 Normal 
human dermal fibroblast cell line from neonatal foreskins）を，MetDCの存在下または非存在下で培養し
た． 
腫瘍細胞（A431，MDA-MB-231）および正常細胞（NHDF-Neo）を 96ウェルプレート（1 x 105 
cells/well，100 µl /well）に播種し，湿式 CO2インキュベーター（アステック）内において 5% CO2
および20% O2の雰囲気下で，37℃，24時間培養した．培養後， A431，MDA-MB-231およびNHDF-Neo
胞に，放線菌から均一精製した組換えMetDC（0，7.5，15または 30 U/ml）を添加した． 3日間の




Formazan を生ずることを利用している．反応液の吸光度を 490 nm において測定することで，
Formazan の生成量を測定し，これを細胞生存の指標とした．細胞生存率は，未処理細胞での反応混
合物中の MetDC 処理細胞との反応混合物中の吸光度の百分率として表した．各処理区における試





Fig. 13. MetDCの抗腫瘍作用試験の評価におけるMTSアッセイの原理． 
ヒト細胞中のミトコンドリアレダクターゼの作用で 3-（4,5-dimethylthiazol-2-yl）-5-











第３節  結果および考察 
 
３-３-１ 酵素発現プラスミドの構築 
 先行研究では，放線菌 Streptomyces sp. 590 から大量のMetDCを取得し，また均一に精製するこ
とは困難であった．今後の基礎研究および応用研究の進展のために，発現酵素量を増加させ，精製
を容易にすることが必要であった． これを達成するために，目的タンパク質の C 末端にポリヒス
チジン残基からなるアフィニティータグ，すなわちヒスタグ（His6-Tagあるいは His10-Tag）を融合
して組換え酵素を発現させるプラスミド pET-28a（+）ベクタ （ーHis6-Tag）（Fig. 15）あるいは pET-52b
（+）ベクター（His10-Tag）（Fig. 16）を用いて，組換えMetDCを E. coli BL21（DE3）により異種
発現した． 
 大腸菌により組換え MetDC を過剰発現させるために，MetDC 遺伝子（mdc）を Streptomyces sp. 590
のゲノムから増幅した．mdc を PCRで増幅し，制限酵素処理後の pET-28a（+）あるいは PCR増幅
後の pET-52b（+）に導入することで，pET-28a（+）-mdc あるいは pET-52b（+）-mdc を構築した（Fig. 
17）．構築したプラスミドは，設計通り，MetDCをコードする mdcの 3’側に 1つあるいは複数個の
リンカーアミノ酸のコード配列を介して，ヘキサヒスチジンタグのコード配列を有していた（Fig. 






























Fig. 18. 本研究で構築したプラスミドベクター2 種と MetDC 遺伝子（mdc）との結合
部位． 
（A）pET-28a（+）-mdc中のMetDC の N末端側に相当するコード配列の周辺．（B）
pET-28a（+）-mdc 中の MetDC の C 末端側に相当するコード配列の周辺．（C）pET-52b
（+）-mdc 中のMetDC の N 末端側に相当するコード配列の周辺．（D）pET-52b（+）







３-３-２ 組換え L-メチオニン脱炭酸酵素の精製 
 構築したプラスミド pET-28a（+）-mdc あるいは pET-52b（+）-mdc を，E. coli BL21（DE3）に導
入した．形質転換した E. coli BL21（DE3）は，活性を有する組換えMetDCを細胞内で可溶的に発
現した．E. coli BL21（DE3）/ pET-28a（+）-mdc 形質転換体が生産した組換え MetDC（C末端 His6-Tag）
は，以下に示す 2段階のカラムクロマトグラフィーにより均一に精製した： DEAE-Toyopearl 650M，
Ni-NTA agarose（Table 10，Fig. 19）．また，E. coli BL21（DE3）/ pET-52b（+）-mdc 形質転換体が生
産した組換えMetDC（C末端 His10-Tag）は，1段階のカラムクロマトグラフィーにより均一に精製







Streptomyces sp. 590 由来MetDCは，発現量が少なく，精製も困難であった．そこで，アフィニテ
ィータグを融合した組換え MetDC 遺伝子のベクターとして pET-28a（+）および pET-52b（+）を，
異種発現宿主として E. coli BL21（DE3）を用いることにより，先行研究に比べて，大量の MetDC
タンパク質を生産し，容易に均一精製することに成功した．例えば，培養液 1 Lから精製された組
換え酵素（C 末端 His6-Tag）の量は，培養液 110 L から部分精製されたネイティブ酵素の量と同等
であった 16) ．さらに，アフィニティータグを伸長した組換え酵素（C末端 His10-Tag）を用いた結
果，精製における酵素回収量を，His6-Tag使用時の 5.5倍に増加させることに成功した． 
これまでに，組換え MetDCの遺伝子クローニングと精製に関する報告はなかった．本研究では，





Table 10. pET-28a（+）を用いて発現した組換え MetDC（C末端 His6-Tag）の精製表． 
 
 
Fig. 19. pET-28a（+）を用いて発現した組換え MetDC（C 末端 His6-Tag）の精製過程に
おける SDS-PAGE，Native-PAGE．1レーンにつき，10 µg のタンパク質を供した． 
 
 
Table 11. pET-52b（+）を用いて発現した組換え MetDC（C末端 His10-Tag）の精製表． 
 
 
Fig. 20. pET-52b（+）を用いて発現した組換え MetDC（C 末端 His10-Tag）の精製過程





も 15 残基長いことがわかった（Fig. 10）．N末端の 15 アミノ酸残基は，Streptomyces sp. 590 由来ネ
イティブMetDCにおけるシグナルペプチドあるいはプレタンパク質の可能性がある． 
MetDC が膜局在性のために N 末端配列を有すると仮定した場合，以下に示す考察がなされる．
Bacillus subtilisが，生活環において栄養体から芽胞を形成する際に，細胞内の L-Met を L-システイ
ン（L-Cys）に変換するという報告がある 28)．L-Cys は，芽胞内部と比べて芽胞表層により多く存在
すると考えられている．MetDC を生産する生物（Streptomyces sp. 16,20) ，Dryopteris filix-mas 21) ，お
よび Crypthecodinium cohnii 23)）の共通点として，芽胞を形成する生活環を有する．このことから， 
MetDC は，L-Met を L-Cys に変換させ，L-Cys を芽胞表層に集積させるために役立つのかもしれな
い． 
ゲルろ過-HPLCおよび SDS-PAGEにより解析した結果，非変性で機能型の組換えMetDCの見か
けの分子質量は約 110,000 Da であり，分子質量が約 61,000 Daのサブユニットを有することがわか
った（Fig. 21）．このことから，活性を有する MetDCの最小単位は，同一サブユニット 2つからな
るホモダイマーであることが示唆された．組換えMetDCの分子質量は，Streptomyces sp. 590由来
のネイティブMetDCの分子質量と一致した（Table 2）． 
また，Streptomyces sp. 16,20) ，Dryopteris filix-mas 21) ，および Crypthecodinium cohnii 23) 由来MetDC






















３-３-４ 最適温度，耐熱性，最適 pH，pH耐性 
 組換えMetDCの酵素活性について，最適温度は 45-55℃，30℃以下で耐熱性を示し，最適 pHは
pH 6.6，pH 4.6-7.0で pH耐性を示すことがわかった（Fig. 22）．この結果は，ネイティブ MetDC








Fig. 22.  組換えMetDCの活性および安定性に及ぼす温度・pH の影響． 
（A）最適温度．酵素活性は，さまざまな温度において，100 mM KPB （pH 6.6）中
で測定した．（B）耐熱性．酵素は，100 mM KPB （pH 6.6）中で 30 min の熱処理に
供した．その後，酵素溶液を冷却し，残存活性を評価した．（C）最適 pH．酵素活性
は，さまざまな pH において，100 mM リン酸-クエン酸ナトリウム緩衝液（●）（pH 
3.8-6.2）あるいは 100 mM リン酸ナトリウム緩衝液（○）（pH 6.2-7.8）中で測定した．
（D）pH 耐性．酵素は，さまざまな pH の 100 mM リン酸-クエン酸ナトリウム緩衝
液（●）（pH 3.8-6.2）あるいは 100 mM リン酸ナトリウム緩衝液（○）（pH 6.2-7.8）





組換えMetDCの基質特異性は，L-メチオニンを含む 20 種の標準アミノ酸，ならびに L-オルニチ
ンと 10種の非タンパク質性アミノ酸を含む L-メチオニン類似体を用いて調べた． その結果，この






ネイティブ MetDCと組換え MetDCとの間の基質特異性の差異は，N 末端の 15 アミノ酸および/
または C末端 Hisタグの配列の差異あるいは用いた酵素活性測定法を反映している可能性がある． 

































 組換え MetDC の反応速度論パラメーターを，L-メチオニンおよび L-ノルロイシンについて決定
した（Fig. 23，Table 13）． L-メチオニンおよび L-ノルロイシンに対する Streptomyces sp. 590 由来組
換え MetDCの Km値はそれぞれ 30 mM および 73 mM であった． これらの値は，Dryopteris filix-mas
由来 MetDC（L-メチオニンに対する Km値，48 mM）よりも低かった 21) ． しかし，L-メチオニン
および L-ノルロイシンに対する Streptomyces sp. 590 由来MetDCの Km値は，それぞれ 5.0 mM およ
び 16.0 mMであると報告されている 16) ． L-メチオニンおよび L-ノルロイシンに対する Streptomyces 
sp. 590由来組換えMetDCのVmax値はそれぞれ117 µmol/mg/minおよび30 µmol/mg/min，kcat値は215/s
および 55/s であり，L-メチオニンに対する kcat値は，Dryopteris filix-mas 由来 MetDC の値よりも高
かった 21) ． 
基質特異性の差異と同じく，ネイティブMetDCと組換えMetDCとの間のおよびKm値の差異は，
N末端の 15アミノ酸および/または C末端 Hisタグの配列の差異あるいは用いた酵素活性測定法を
反映している可能性がある． 
Table 13. 組換えMetDCの反応速度論パラメーター． 
 
 






Fig. 23. 組換えMetDC の反応速度論パラメーター． 
（A）L-メチオニンに対する組換え MetDC の反応速度論パラメーター．（B）L-ノルロ
イシンに対する組換え MetDC の反応速度論パラメーター．Michaelis-Menten Plot を







た．さらに，PLP依存的な吸収スペクトルの変化，すなわち 330，420 nmにおける 2つの極大吸収
帯の値の変化を確認した． 
私は，ネイティブMetDCと同様に，組換え MetDCが活性を発揮するために PLPを必要とするか
どうかについて調べた（Table 14）． 過剰の PLPにより調製したホロ酵素は，PLPを含まない 50 mM 
KPB（pH 6.6）での一晩透析により，処理前の比活性の 73%を維持したが，10 mM ヒドロキシルア
ミンを含む同緩衝液での透析（かつ，その後の，ヒドロキシルアミンや PLP-ヒドロキシルアミン複
合体を除くための，PLPを含まない緩衝液での透析）によって失活を引き起こした（Table 14）．10 
µM PLPを含む緩衝液による透析は，酵素の活性を 89%まで回復させ，100 µM PLPでの透析は，組
換え MetDCの酵素活性を処理前と同等に完全に回復させた（Table 14）．一方で，別の試験区では，
酵素活性の回復は 68%にとどまり，タンパク質濃度の顕著な低下がみられた（データ示さず）．こ
のことから，透析により長時間 PLP がない条件下では，組換え MetDC は不安定となり，崩壊ある
いは PLP 存在下でも活性型に戻れない可能性がある．一般的に，PLP 酵素は PLP 非存在下で，活
性を失うだけではなく，PLP 存在下と比べて不安定となる． 
 組換え酵素の 250-500 nmにおける吸収スペクトルを Fig. 24，25に示す． ピークは 280 nm，330 
nmおよび 420 nmに観察され，A280：A400の比は 9：1であり（Fig. 24-1），A280：A420の比は 16：1
であった（Fig. 25-2）．吸収スペクトルのパターンは，Lactobacillus brevis の L-グルタミン酸脱炭酸
酵素（GluDC，GAD）の吸収スペクトルと似ていた 45) ． PLP と酵素のピリドキシルリシン残基
との間のアルジミン結合から生じる 420 nmのピークは，おそらく PLP依存性酵素にとって典型的
なものである 46) ． このピークは，10 mM ヒドロキシルアミンを含み PLP を含まない緩衝液で透
析した（後，PLPを含まない緩衝液で透析した）組換えMetDCでは消失したことから（Fig. 24-2，
25-3），これは PLP がシッフ塩基を介して酵素への結合（内部アルジミンの形成）をしていないこ
とを示唆している． この処理によって，酵素活性の喪失および 420 nmでの吸収極大の消失がみら
れたため，組換え MetDC はその触媒活性の補因子として PLP を必要とすることが確認された．し
62 
 




フェニルヒドラジン法により，PLPを 500 nM - 20 µM という広範囲の濃度で定量することができ
た（Fig. 26）．この方法を用いて，透析により遊離の PLPを除いたMetDCが酵素中に保持する PLP
の量について調べた．その結果，1 mol のMetDCが，1.4-2.0 mol の PLPを酵素の立体構造中に保持
している可能性が高いことがわかった（データ示さず）．Group IIの PLP酵素のうち，1 mol のMetDC 
に対して，HisDCは 2 mol の PLP，GluDCは 6 mol の PLPを保持しているといわれている 4,13)．今
回は，サンプル量の不足に加えて，透析によりタンパク質量が大きく減少したことから 1回しか試
行できなかった．今後，試行回数を重ねて，1 mol のMetDCが何 mol の PLPを保持しているのか，
に関してより正確な数値を得る必要がある． 
 
Table 14. MetDC の PLP 要求性．
 
ヒドロキシルアミン処理酵素は，PLP 未添加で 10 
mMヒドロキシルアミンを含む 50 mM KPB （pH 
6.6）による透析により調製した．その後，ヒドロキ
シルアミン処理酵素は，10あるいは 100 µM PLP を








Fig. 24 MetDCの吸収スペクトル． 
Curve 1，100 µM PLP を含む 50 mM KPB（pH 6.6）により透析したMetDC（ホロ酵素，
0.99 mg/ml）；Curve 2，PLP 未添加で 10 mM ヒドロキシルアミンを含む 50 mM KPB 
（pH 6.6）により透析した MetDC（アポ酵素，0.27 mg/ml）．250-500 nmの吸収スペク











Fig. 25.  ホロ化・アポ化・再ホロ化による MetDCの吸収スペクトルの変化． 
Curve 1，100 µM PLP を含む 50 mM KPB （pH 6.6）により透析した直後の MetDC（5.8 
mg/ml）；Curve 2, 2’，1を，PLP を含まない 50 mM KPB （pH 6.6）により透析して遊
離の PLP を除いた MetDC（ホロ酵素，3.6 mg/ml）；Curve 3，2を，PLP 未添加で 10 mM 
ヒドロキシルアミンを含む 50 mM KPB （pH 6.6）により透析したMetDC（アポ酵素，
1.5 mg/ml）；Curve 4，3を，100 µM PLP を含む 50 mM KPB （pH 6.6）により透析し











Fig. 26. フェニルヒドラジン法を用いた PLP の検量線． 








組換え MetDC の活性は，典型的な PLP 酵素の阻害剤であるヒドロキシルアミンやペニシラミン
により顕著に抑えられることがわかった（Table 15，Fig. 27）．PLP酵素阻害剤は，PLPと結合し不




これらの結果は，代表的な Group IIに属する PLP 依存性アミノ酸脱炭酸酵素である L-グルタミン
酸脱炭酸酵素（GluDC，GAD）13) や L-ヒスチジン脱炭酸酵素（HisDC）4) の酵素活性に関与すると
考えられているアスパラギン酸残基，セリン残基あるいはリシン残基とは異なっており，矛盾しな
い． 
注目すべきは，システインの存在下でも，組換え MetDC の L-メチオニン検出性は低下した．こ
れは，従来は L-メチオニンとこれらの阻害剤は構造が類似したアナログ同士であるため，MetDC
の活性中心に競合的に存在するためであると考えてきた．ただし，これらの阻害剤は，PLPと結合
して，不活性型の PLP を生じる可能性も考えられる．したがって，MetDC とシッフ塩基を形成し
内部アルジミンの状態にある PLPと，システインやホモシステインの結合に関して，反応条件を整
えれば，阻害を受けにくくすることができると考える．例えば，PLP量を反応系に過剰に添加する
などである．私の実験では，組換え MetDCホロ酵素の酵素活性は，40 µM から 1 mM の PLP濃度
の範囲内において，プラトーに達しているため，MetDC の PLP 結合部位に PLP が飽和していると
考える．今後は，各種 PLP酵素阻害剤下において，組換え MetDCによる L-メチオニンの検出性能















                 





 第 2章「Streptomyces sp. 590 由来 L-メチオニン脱炭酸酵素遺伝子のクローニングおよび配列解析」
で述べた通り，私は，Streptomyces sp. 590由来MetDCが 2種の腫瘍細胞 HeLa（ヒト子宮頸ガン細









U/ml MetDC において死滅した（Fig. 28-A）．このときの腫瘍細胞の細胞生存率は，A431 で 30%ま







ため L-メチオニンを大量に必要とする 47) ．したがって，L-メチオニンの不足，すなわち「メチオ
ニン飢餓」は，細胞タンパク質合成を選択的に抑制し，腫瘍の遺伝子のメチル化および細胞周期移
行を制御する． Tanら 48,49) はPseudomonas putida由来の L-メチオニン γ-リアーゼの抗腫瘍活性が，
メチオニン飢餓から生じるものであることを報告した．この酵素は，L-メチオニンの α，β-脱離を









今後は，MetDC 処理前後における培地中の L-Met 量を化学的に定量することによって，MetDC












Fig. 28. 組換えMetDC の抗腫瘍性の検討． 
（A）ヒト腫瘍細胞株（A431，MDA-MB-231）およびヒ
ト正常細胞株（NHDF-Neo）に対する MetDCの生育抑制
作用．これらの細胞は，終濃度 0, 7.5, 30 U/mlのMetDC
により処理した．3 日間のインキュベートの後の細胞の
ようすを示した．スケールバーは 100 µm を表す．（B）
細胞生存率をMTSアッセイにより評価した．これらの細









第４章  L-メチオニン脱炭酸酵素を用いた L-メチオニン酵素的定量法の開発 
 










の 2 量体），グルタチオンを生合成するために利用される．L-Met は生命維持のため，常に体外か
ら摂取する必要があるが，メチオニン代謝経路の代謝関連酵素に，先天的あるいは後天的に異常が
生じることがある（Fig. 29）57)．その結果，細胞内の L-Met 濃度および L-ホモシステイン濃度が上
昇し，血中の L-Met 濃度およびホモシスチン濃度が上昇すると考えられている． 











Fig. 29. 細胞内のメチオニン代謝経路における代謝関連物質および代謝関連酵素 57)． 
 





















う 1 つの「反応条件の改良」の観点から，望ましくない夾雑物質が及ぼす MetDC 反応，呈色反応
の強化，抑制を防ぐ方法を検討した． 
今までに，L-Met の酵素的定量法として MGL（Fig. 30，31）58) や変異型フェニルアラニン脱水
素酵素（PheDH）（Fig. 32）59) ，アデノシルメチオニンシンターゼ（AdoMetS）（Fig. 33）60) が研
究されてきた．これら定量法の原理やメリット，デメリット等を図に示している． 
MGLは当研究室で研究を行ってきた酵素であり 58) ，α, γ-脱離反応および γ-置換反応の 2つの反
応で L-Met および L-ホモシステイン（L-Hcy）を触媒する多機能酵素であることが知られている．
MGL と MBTH 法を利用することで，MGL 反応によりアミノ酸から生じた α-ケト酪酸を定量する
ことで，L-Met を定量することができる．MBTH法は，α-ケト酸の有するカルボニル基が 3-メチル
-2-ベンゾチアゾリノンヒドラゾン（MBTH）と複合体を形成することを利用している．複合体が 320 
nmに極大吸収波長をもつため，UV 定量により α-ケト酸を定量できる． 
MGL はアミノ酸の定量用酵素キットとして市販されてきた．MGL と MBTH 法により，たしか
に L-Met を定量することができる．しかし，前述の MGL の多機能性に起因して，L-Met の α, γ-脱
離反応の進行に伴い，γ-置換反応の頻度が増加する．その結果，反応時間の増加と L-Met の検出性
が正比例しない（Fig. 31）．また，L-Met の初発濃度の違いにより，検量線の傾きが大きく異なる．





の適用は本法の煩雑さを増加させ，L-Met 定量における簡便さを減ずる．さらに，MGL は L-Met
および L-Hcyに対して，同程度の比活性を有することから，両基質の総量を定量することができる
一方で，それぞれの基質を分別的に定量することは困難である．したがって，検量線が線形近似で











Fig. 31.  MGLとMBTH法を利用した L-Metの酵素的定量法により得られる検量線 58)．
各濃度の L-Metにおいて，MGLの各反応時間の経過時に得られる吸光度の値をプロット
した．L-Met基質濃度：50 mM（●），25 mM（○），10 mM（■），5 mM（□），2 mM（▲），
1 mM（△）．  
Fig. 30. L-メチオニン γ-リアーゼ（MGL）の酵素反応と α-ケト酪酸の反応（MBTH法） 58)． 
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変異型 PheDHと AdoMetS を用いた L-Met の定量法は，富山県立大学の浅野らの研究グループに
より行われてきた研究である．変異型 PheDHは 5 重変異により基質特異性を改変したことで，標
準アミノ酸の中では，L-Metに対して最もよく反応し，定量範囲も広くなった（Fig. 30）59) ．しか






Fig. 32.  変異型フェニルアラニン脱水素酵素（PheDH）とDiaphorase法を用いたL-Met
の定量法にかかわる酵素反応 59) ． 
PheDHが L-Metを脱水素する時に得られたプロトンおよび還元力を NAD+に渡す．
Diaphoraseがプロトンおよび還元力を Resazurine に渡した結果，Resorufin を生じる．







ロゲナーゼ（LDH）を用いて，L-Met を定量する（Fig. 33）60) ．AdoMetS が L-Met と ATPから S-
アデノシル-L-メチオニン，リン酸（Pi）とともに，ピロリン酸（PPi）と AMP を生じる．その後，
PPDK および LDH の作用で，ピロリン酸（PPi）と AMP から，ピルビン酸を経て，ピルビン酸か
ら乳酸を生じるときに消費される NADH量の減少量を 340 nmにおける吸光度の減少として測定す
ることで，L-Met を定量する．反応時間が 5-10 分程度と短く，UV 定量法，比色定量法，蛍光定量
法のうち，蛍光定量法はヒト血しょうを用いると正確に定量できない．UV 定量法では直線範囲
0-200 µM，検出限界 7 µM の PPi を定量し，比色定量法では直線範囲 0-100 µM，検出限界 0.3 µM






ーゼ（PPDK）を利用した L-Metの各種定量法の反応スキーム 60) ． 






今までに実際に利用，あるいは研究されてきた L-Met の酵素的定量法に対して，MetDC による
L-Met の酵素的定量法は比色定量法であって，予備実験においても検量線が直線を呈し，L-Met に






で行える L-Met の酵素的定量法の開発，確立のために検討を行った． 
   








組換えMetDC（His10-Tag融合タンパク質）を用いた L-Met の定量に関する原理は Fig. 6に示すと







L-Met 濃度：0，10，25，50 µM． 
反応温度，反応時間：37℃，10 min；37℃，30 min． 
・反応条件２） 
L-Met 濃度：0，10，25，50 µM． 
反応温度，反応時間：30℃，5 min；30℃，10 min． 
・反応条件３） 
L-Met 濃度：0，5，10，25，50 µM． 
反応温度，反応時間：37℃，5 min；37℃，10 min；35℃，10 min；40℃，10 min． 
・反応条件４） 
L-Met 濃度：0，5，10，25，50 µM． 
反応温度，反応時間：37℃，15 min；37℃，30 min；37℃，30 min． 
 
次に，反応緩衝液，反応 pH，MetDC酵素量の検討を以下の条件について行った．反応緩衝液（100 
mM リン酸カリウム緩衝液[KPB]，100 mM tris（hydroxymethyl）aminomethane hydrochloride buffer 











４-２-２ ヒト血清，ヒト血しょうを用いた L-メチオニンの酵素的定量試験 
健常ヒト血清 ワコー C&C（和光）および健常ヒト血しょう（コスモ・バイオ）を用いた．ヒ




1段階法を用いて，L-Met の酵素的定量試験を行った（Scheme 8）．850 µl の 100 mM Tris-HCl (pH 
8)，1 mM PLPに，100 µl の 10x L-Met サンプルを添加した．10x サンプルとは，終濃度の 10 倍濃
度のサンプルである．反応系における各サンプルの終濃度を以下に示す（L-Met サンプル（終濃度
0，0.25，0.50，1.0，2.5，5.0，10，25，50 µM），血清サンプル（終濃度 0，1.0，2.5，5.0，7.5，10%），
血しょうサンプル（終濃度 0，1.0，2.5，5.0，7.5，10%））．そこに，130 µl の呈色試薬（50 mM フ
ェノール 43 µl，15 mM 4-アミノアンチピリン 43 µl，300 mU/ml ペルオキシダーゼ 43 µl，14.3 mU/ml
アミンオキシダーゼ 1 µl）を添加し，37℃，5 minでインキュベートした．50 µl のMetDCを添加し，




ヒト血しょう存在下に添加した L-Met の添加回収試験を行った．血しょう 5%あるいは 10%含む
バッファーを調製した．0-50 µM の L-Met を含む緩衝液を作製し，そこに終濃度 5%となるように
市販血しょう LEVEL 3（#289, Liquichek Homocysteine Control, バイオラッド）を添加した．同様に，
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5-50 µM の L-Met を含む緩衝液を作製し，そこに終濃度 10%となるように血しょうサンプル 2種（ヤ
マサ検体サンプル（A）GLO431395 あるいは（C）NGO315379）を添加した．双方，2段階法（Scheme 
7）で L-Met の定量を行い，血しょう存在下で，添加した L-Met を正しく定量できるかどうか，す
なわち，MetDCが 5あるいは 10%血しょう中の L-Met 添加回収が可能であるかどうかを試験した． 
MetDC酵素量は，8 日間で 0.70 units/反応系であった．反応緩衝液・反応 pHは，100 mM Tris緩
衝液（pH 8），1 mM PLP．MetDC反応は，37℃，30 min で行った． 
 
４-２-３ 呈色用混合試薬の冷蔵保存性の検討 
呈色試薬 Reagent 2（R2）（15 mM 4-アミノアンチピリン 43 µl，300 mU/ml ペルオキシダーゼ 43 µl，
14.3 mU/ml アミンオキシダーゼ 1 µl）を混合し，計 87 µl の R2 を，任意の倍率で一括作製し，4℃
で長期間保存した．4℃保存して 8，24，60日目の時点での R2 に，フェノールを加えて完成した呈
色試薬混合液，およびMetDC を用いて行った L-Metの定量と，すべて当日調製した呈色試薬混合
液（0日目）を用いて行った L-Met の定量の結果を比較した． 
L-Met の基質濃度は，0，5，10，25，50 µM であった．MetDC酵素量は，8日間で 0.34 units/反応
系，24 日間で 0.20 units/反応系，60日間で 0.34 units/反応系であった．反応緩衝液・反応 pHは，100 





MetDC がどの程度の量の L-Met を完全分解できるのか，また，完全分解条件に及ぼす酵素量，
基質量，反応 pH，反応時間を調べるため実験を行った．酵素量は，1反応系あたり 1.4 units （24 µg）．
基質量は，50，100，200，400 nmol L-Met（反応液量は 1 ml）．反応緩衝液の組成と pHは，100 mM 
Tris 緩衝液（pH 8），1 mM PLP．MetDCの反応温度は 37℃で，反応時間は，0，10，30，60 min．




次の実験を行った．酵素量は，1反応系あたり 0.34 units．基質量は，5，10，25，50 µM L-Met（反
応液量は 1 ml）．L-Hcy 添加量は，0，10，15，50，100 µM L-Hcy．反応緩衝液の組成と pHは，100 
mM KPB（pH 7），40 µM PLP；100 mM Tris 緩衝液（pH 8），40 µM PLP；および 100 mM ホウ酸カ
リウム緩衝液（pH 9），40 µM PLP．MetDCの反応温度は 37℃で，反応時間は 30 min．呈色反応は，





MGLを用いた L-Hcyの定量法であるメチレンブルー法，および L-Met と L-Hcyの定量法である
MBTH法を用いた． 
 
MGLは我々の研究室が主体的に研究を行ってきた酵素であり 58) ，α, γ-脱離反応および γ-置換反
応の 2 つの反応で L-Met および L-Hcy を触媒する多機能酵素である．組換え MGL とメチレンブル
ー法を利用した L-Hcyの酵素的定量法の原理は以下のとおりである（Fig. 34）61) ． 
MGL と メチレンブルー法を利用することで，硫化水素（H2S）量から L-Hcy 量を定量すること
ができる．メチレンブルー法は，1分子の H2Sが 3 価の鉄イオン（Fe3+）の存在下で 2 分子の N, N-
ジメチル-p-フェニレンジアミンと複合体を形成し，メチレンブルーを生じる．メチレンブルーが
650 nmに極大吸収波長をもつことを利用して，比色定量により H2Sを定量する． 
MBTH 法（Fig. 30）とは異なり，L-Hcy の定量性は MGL の多機能性に影響されない．その理由
として，L-Hcyの α, γ-脱離反応および γ-置換反応の両反応において，H2Sが生じることにある．そ
の結果，反応時間の増加と L-Hcyの検出性が正比例し，検量線が直線となる．また，MGLは L-Met
および L-Hcyに対して，同程度の比活性を有するが，メチレンブルー法では L-Met はほとんど影響 
 
 




L-Hcyの分別的定量法は，MetDCにより L-Met の定量と完全分解を行った後に，MGLにより L-Hcy
を定量することができると考えている． 
MGLとメチレンブルー法を用いた L-Hcyの定量は，以下の反応試薬，作業手順に従って行った．
L-Hcy基質溶液，組換えMGL精製酵素 12.5 µg/50 µl，MGL反応停止試薬 2.5 N NaOH，呈色試薬 30 
mM FeCl3（1.2 N HCl）および 20 mM N, N-ジメチル-p-フェニレンジアミン（5 N HCl）． 
まず，L-Hcy基質溶液 250 µlを 37℃，5 min プレヒートする．MGL溶液 50 µlを添加し，37℃，
30 min 酵素反応させる．2.5 N NaOHを 200 µl添加し，酵素反応停止させる．30 mM FeCl3および
20 mM N, N-ジメチル-p-フェニレンジアミンを各 250 µl 添加する．30℃，30 min，暗黒下でインキ




MGL とメチレンブルー法で処理する．これにより，MetDC により L-Met の定量と完全分解を行っ
た後に，MGLにより L-Hcyを定量することができると考える． 
MetDC が L-Hcy を分解するかどうかについて検討するため， L-Hcy 基質溶液を用いて，MetDC
処理および未処理を加えたものを，それぞれ MGL とメチレンブルー法で処理する．（MetDC 未処






 MGLを用いた L-Met の定量に関する原理は Fig. 30のとおりである 58) ．基質に L-Hcyを用いるこ
とによって，同様の方法で， MGLを用いて L-Hcyを定量することができる．MGLを用いた L-Met，
L-Hcyの定量は，以下の反応試薬，作業手順に従って行った． 
MGLとMBTH法を用いた L-Met，L-Hcyの定量は，以下の反応試薬，作業手順に従って行った．
L-Met，L-Hcyあるいは L-Met，L-Hcy基質溶液，組換えMGL精製酵素 12.5 µg/50 µl，MGL反応停
止試薬 50% トリクロロ酢酸，呈色試薬 1 M 酢酸ナトリウムおよび 0.1% MBTH． 
まず，L-Met，L-Hcyあるいは L-Met，L-Hcy基質溶液 950 µlをガラス試験管（1.5 ml エッペンド
ルフチュープは不可）に準備した後，37℃，5 min プレヒートする．MGL溶液 50 µl を添加し，パ
ラフィルムを押し付けてシールし，37℃，60 min 酵素反応させる．50% トリクロロ酢酸を 100 µl
添加し，酵素反応を停止させる．反応液 800 µl を新しいガラス試験管にとり，1 M 酢酸ナトリウム
を 1.6 ml，0.1% MBTHを 0.6 ml 添加する．パラフィルムを押し付けてシールした後，50℃，30 min
インキュベートする．石英セルを用いて 320 nmにおける溶液の吸光度を測定することで，生じた α-





に MetDC 処理を加えたものを，MGL と MBTH 法で処理する．これにより，MetDC により L-Met
の定量と完全分解を行った後に，MGLにより L-Hcyを定量することができると考える． 
MetDC が L-Hcy を分解するかどうかについて検討するため， L-Hcy 基質溶液を用いて，MetDC
処理および未処理を加えたものを，それぞれMGLとMBTH法で処理する．（MetDC未処理サンプ




各 pHにおけるMetDCの L-Met 分解活性と L-Hcy分解活性を調べた． 
酵素量は，1反応系あたり 0.34 units．基質量は，10 mM L-Met（反応液量は 1 ml），10 mM L-Hcy
（DL-Hcyにて 20 mM 使用）．反応緩衝液の組成と pHは，広域緩衝液 Britton-Robinson buffer（pH 6，
7，8，9），40 µM PLP．MetDC の反応温度は 55℃で，反応時間は 10 min．呈色反応は，2段階法で，





酵素量は，1反応系あたり 0.34 units．基質量は，5，10，25，50 µM L-Met（反応液量は 1 ml）．
L-Hcy添加量は，0，10，15，50，100 µM L-Hcy．反応緩衝液の組成と pHは，100 mM KPB（pH 7），
40 µM PLP；100 mM Tris緩衝液（pH 7），40 µM PLP；および 100 mM Tris緩衝液（pH 8），40 µM PLP．
MetDC の反応温度は 37℃で，反応時間は 30 min．呈色反応は，2段階法で，37℃，60 min で行っ




４-２-５ 過酸化水素処理および加熱処理による L-ホモシステインの影響の除去と L-メチ
オニン検出精度の向上の検討 
 L-Hcyを酸化させることにより影響を除去し，L-Met 検出精度の向上が可能かどうかを調べた． 
まずは，L-Hcyの酸化に必要な過酸化水素の量を求めた．2 mM DL-Hcyを含むリン酸カリウム緩
衝液（KPB）（100 mM KPB （pH 7.0），40 µM PLP）を 1.2 ml 作製し，そこに過酸化水素を終濃
度 0，2，10 mM となるように加え（2 mM: 100 mM H2O2 24 µl，10 mM: 500 mM H2O2 24 µl），37℃，
30 min インキュベートした．十分量のカタラーゼ（36,000 U/ml を 20 µl．1 反応系あたり 720 U [理
論上必要な量の 60-300倍量]．SIGMA bovine liver）を加え，37℃，5 min インキュベートにより，
過酸化水素を分解した．その後，80℃，5 min の加熱によりカタラーゼを失活させた．冷却後，0，
2，10 mM の H2O2で処理をした 2 mM DL-Hcy 225 µl を，0 ，5，10，25，50 µM の L-Met を含む KPB
（100 mM KPB （pH 7.0），40 µM PLP）4.5 ml に添加し，終濃度 100 µM DL-Hcyとした．各濃度
の L-Met および 100 µM DL-Hcyを含む L-Met，DL-Hcy混合溶液 950 µl を 4本作製した．その後は通
常通り，L-Metの定量を行った．1反応系におけるMetDC量は 0.34 unitsであった．MetDC反応 37℃，
30 min の後，呈色反応を 37℃，60 min で行った． 
次に，L-Met の酸化が起こらない過酸化水素量を求めた．2 mM L-Met を含む KPB（100 mM KPB 
（pH 7.0），40 µM PLP）を 1.2 ml 作製し，そこに過酸化水素を終濃度 0，5，7.5，10 mM となるよ
うに加え（5 mM: 250 mM H2O2 24 µl，7.5 mM: 375 mM H2O2 24 µl，10 mM: 500 mM H2O2 24 µl），
37℃，30 min インキュベートした．十分量のカタラーゼ（1反応系あたり 720 U）を加え，37℃，5 
min インキュベートにより，過酸化水素を分解した．その後，80℃，5 min の加熱によりカタラー
ゼを失活させた．冷却後，0，5，7.5，10 mM の過酸化水素で処理をした各 2 mM L-Met から 0，5，
10，25，50 µMの L-Metを，KPB（100 mM KPB [pH 7.0]，40 µM PLP）を用いて段階希釈により作





第３節  結果および考察                    
 
４-３-１ L-メチオニンの酵素的定量法の確立 
ヒト血しょう中 L-Met 濃度は，13.5-36.8 µM であると考えられており，軽度の高メチオニン血
症ではその 20 倍程度以上の濃度となり，代表的な高メチオニン症のホモシスチン尿症では 1.3-20 
mM に及ぶと考えられている． 
反応条件の検討は，まず，反応温度（30，37℃）と反応時間（5，10，15，30 min）について行
った．MetDCの最適温度は 55℃であるが，30 min は活性を維持できない（Fig. 22-B）．55℃，5 min
は MetDCの活性測定で用いてきた条件であるが，10 min 反応でも検出値が変わらないことから，
失活していることが推測される．55℃，5 minにおける予備実験では，MetDCはヒト血しょう中 L-Met
濃度に相当する 10-40 µM の L-Met を検出できないことがわかった． 
したがって，酵素が活性をもつ期間を延長させつつ，定量に必要な活性を維持できる反応温度
を検討した．反応温度の検討を最適温度 55℃よりも低い温度で行い，反応時間の検討を 5 min よ
りも長い時間で行った． 
その結果，37℃，30 min がもっとも低い温度かつ短い時間で，直線性の高い検量線が，高い再現
性で得られる反応条件であることがわかった．MetDC（0.34 units）は，55℃，5 min では 250 µM - 














Fig. 35.  MetDC を用いた L-Metの検量線．MetDC 反応 55℃，5 min．100 mM KPB（pH 
6.6），40 µM PLP．MetDC量は 1反応系あたり 0.34 units．L-Met定量の手順について






Fig. 36.  MetDC を用いた L-Metの検量線．MetDC 反応 37℃，30 min．100 mM KPB




Scheme 6. MetDC 活性測定法（2段階法）．  





950 µl 100 mM KPB (pH 6.6) 
         40 µM PLP 
    0.25-15 mM L-メチオニン 
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 次に，反応緩衝液，反応 pH，MetDC酵素量の検討を行い，至適化を行った（Fig. 37）．その結果，
反応緩衝液，反応 pHを Tris-HCl（pH 8）とした．MetDCの L-Met 定量範囲を拡大し，また，本定
量法で定量できる L-Met濃度の検出上限および検出下限を決定するため，過剰量のMetDCを加え
たところ，L-Met 定量範囲の上限はおおむね 500 µM であることがわかった．そこで，L-Met を十分
に分解できる，かつ，本定量法を用いて吸光度の値が安定して得られる濃度を 500 µM の半分の 250 
µM と見なして，その濃度の L-Met を分解するのに必要な最小のMetDC量を調べた．その結果，1 ml
の 1 反応系あたり 0.70および 1.1 unitsのMetDCを添加することで，L-Metを最大限検出できるこ
とがわかった（Fig. 37）．よって，MetDCの至適化酵素量を 0.70 unitsと決定した．  
酵素量を至適化したMetDCを用いて，改めて，L-Met の定量可能範囲を 0.25-500 µM の L-Met を




量所要時間は 2段階法（1-500 µM）で 90分であったが，1段階法で約 10分（650秒）に短縮でき
た（Fig. 39）．L-Met 定量範囲は，血しょう中の L-Met濃度をカバーする 1-50 µM であった． 
本研究で確立した MetDCによる L-Met の酵素的定量法の一覧を示した（Table 16）． 
 
Fig. 37.  L-Met 定量における 1反応系あたりのMetDCの酵素量の至適化（2段階法）．
L-Met：250 µM．バッファー：100 mM Tris緩衝液（pH 8），1 mM PLP．MetDC 反応
37℃，30 min．各試験区における実験は，3回繰り返して行った． 





Fig. 38.  L-Met定量における至適バッファーおよび至適化酵素量条件下での，MetDC に
よる L-Metの酵素的定量法（2段階法）．（A）L-Met濃度範囲 0-500 µM における検量線．
（B）L-Met濃度範囲 0-10 µMにおける検量線．MetDC 量：1反応系あたり 0.70 units．バ








Fig. 39.  L-Met定量における至適バッファーおよび至適化酵素量条件下での，MetDC に
よる L-Metの酵素的定量法（1段階法）．（A）L-Met濃度範囲 0-500 µM における検量線．
（B）L-Met濃度範囲 0-50 µMにおける検量線．MetDC 量：1反応系あたり 0.70 units．バ







 Scheme 7. MetDC による L-Metの酵素的定量法（2段階法）．  










基質含有バッファー+混合試薬        1,080 µl 
●基質含有バッファー                   内 950 µl 
●混合試薬                内 130 µl 
・50 mM フェノール           内 43 µl 
・15 mM 4-アミノアンチピリン       内 43 µl 
・300 mU/ml ペルオキシダーゼ       内 43 µl 
・14.3 mU/ml アミンオキシダーゼ          内 1 µl 
プレインキュベート   37℃，5 min 
セルと共に 37℃に保温した分光光度計内のセルに溶液を移す 
MetDC 添加       50 µl  
（ブランクは，同容量のバッファーを添加） 
添加直後，速やかに『オートゼロ』『スキャン開始』 
呈色反応中の 505 nmにおける吸光度の変化を経時的にスキャンする 
 
開始 0 sec から一貫した直線性を保っている， 
最大のインキュベート時間（600 secあるいは 650 sec）における 
吸光度変化の値を使用して，検量線を作成する 
Scheme 8. MetDC による L-Metの酵素的定量法（1段階法）．  
MetDC 酵素量：0.70 units/反応系．バッファー：100 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8），1 mM 
PLP．基質：L-Met（0，0.25，0.50，1.0，2.5，5.0，10，25，50，100，250，500 µM）．
























４-３-２ ヒト血清，ヒト血しょうサンプル中の L-メチオニンの酵素的定量 
1段階法を用いて，L-Met の酵素的定量試験を行った（Scheme 8）．実験の結果，血しょう中の
L-Met は検出感度および検出精度が低く，L-Metの定量には至らなかった．しかし，血清について














ヒト血しょう存在下に添加した L-Met の添加回収試験を行った．5あるいは 10%の血しょう含有
バッファーにて，L-Metの添加回収試験を行ったところ，5-50 µM の範囲で，添加した L-Met を正
確に検出することができた（Fig. 40）． 
 







Fig. 40.  L-Met定量における至適バッファーおよび至適化酵素量条件下でのヒト血
しょう存在下における L-Met添加回収試験（2段階法）． 
（A）5%血しょう含有（市販血しょう LEVEL 3）バッファーでの L-Met添加回収試験 
[○血しょうなし，●5%血しょう含有]．（B）10%血しょう含有（ヤマサ検体サンプル I：
GLO431395 あるいは II：NGO315379）バッファーでの L-Met添加回収試験（測定値）
[○血しょうなし，●10%血しょう含有（I），▲10%血しょう含有（II）]．（C）は（B）
の y切片を 0にするように，測定値全体をタテ方向に平行移動したもの．MetDC 量：
1反応系あたり 0.70 units．バッファ ：ー100 mM Tris緩衝液（pH 8），1 mM PLP．MetDC










その結果，8 日目，24 日目の呈色用混合試薬は，当日調製のものと比較して，L-Met の検出性に
大きな違いはみられなかった（Fig. 41）．しかし，当日調製に対する 60日目の呈色用混合試薬を用










Fig. 41.  L-Met定量における混合試薬の冷蔵保存性の検討（2段階法）． 
（A）8日間（MetDC：0.34 units/反応系）[○コントロール，●8日目]，（B）24日間
（MetDC：0.20 units/反応系）[○コントロール，●24日目]，（C）60日間（MetDC：0.34 
units/反応系）[○コントロール，●60 日目]．計 87 µlの呈色用混合試薬（15 mM 4-アミ
ノアンチピリン 43 µl，300 mU/ml ペルオキシダーゼ 43 µl，14.3 mU/mlアミンオキシ
ダーゼ 1 µl）を作製後，上記の期間で 4℃保存し，MetDCによる L-Metの定量性を調
べた．試験当日，フェノールを添加し呈色用混合試薬を完成させた．バッファー：









完全分解し，後に MGLにより L-Hcyを定量する方法を開発したい．そこで，L-Met の完全分解条
件を検討するため，次の実験を行った． 
実験の結果，1反応系あたり 24 µg（1.4 units）のMetDCを用いて，37℃で反応させた結果，反応






Fig. 42. MetDCによる L-Metの完全分解条件に及ぼす酵素量，基質量，反応 pH，反
応時間の影響の評価．酵素量：1反応系あたり 1.4 units （24 µg）．基質量：50，100，
200，400 nmol L-Met．反応液量：1 ml．反応バッファー組成・pH：100 mM Tris緩衝






MetDCがヒト血しょう中に相当する濃度の L-Metを定量できることがわかった（Table 17，Fig. 39）．
一方で，L-Met のアナログである L-Hcyの存在下では，KPB（pH 7）条件下で，MetDCによる L-Met
の検出性が低下することがわかった（Fig. 43-A）．これは，L-HcyがMetDC の L-Met に対する酵素
反応を阻害しているからだと考える．MetDC が活性を有する pH 範囲は弱酸性から中性であるが，
L-Hcyのチオール基の pKa を考慮して，pHを変更することで解決を試みた．Tris 緩衝液（pH 8）（Fig. 
43-B），ホウ酸カリウム緩衝液（pH 9）（Fig. 43-C）を検討した．なお，pH 10 ではMetDCの L-Met
活性はみられなかった．その結果，Tris 緩衝液（pH 8），ホウ酸カリウム緩衝液（pH 9）では，KPB
（pH 7）と比較して，L-Hcyの存在下での，MetDCによる L-Met の検出性の低下が抑えられた． 
広域緩衝液 Britton-Robinson buffer を用いて，pH 6，7，8，9におけるMetDCの L-Met および L-Hcy
の反応性を調べた．L-Hcyの分解活性は，MGLを用いて調べた（Fig. 44）．その結果，pH 7と比べ
て pH 8 で L-Hcyの分解活性が減少した．このことから，pHが 7 から 8にシフトしたことにより，
L-Hcyの一部がチオール（-SH）からプロトンが解離して，チオレートアニオン（-S-）を生じるこ
とにより，MetDCと L-Hcyの相互作用が抑えられていると考える．pHが影響を及ぼすことは，pH 







 また，Tris 緩衝液（pH 8）は，KPB（pH 7）やホウ酸カリウム緩衝液（pH 9）よりも，検出値の
値自体が高かった（Fig. 43）．この理由として，呈色反応に用いているペルオキシダーゼの熱安定
性が，高濃度（200 mM）の KPB下では同濃度の Tris 緩衝液に劣るという報告がある 62) ．Tris緩




















Fig. 43.  L-Hcy添加時における各種緩衝液における MetDCの L-Metの検量線． 
（A）100 mM KPB（pH 7）（●0，○10，△50 µM L-Hcy），（B）100 mM Tris緩衝液（pH 
8）（●0，○15，△100 µM L-Hcy），（C）100 mM ホウ酸カリウム緩衝液（pH 9）（●0，○15，










Fig. 44. 各 pHにおけるMetDC の L-Met分解活性と L-Hcy分解活性．pH 7における
MetDC の L-Met活性を 100%としたときの相対活性で表している．バッファーは，広
域緩衝液 Britton-Robinson buffer（pH 6，7，8，9），40 µM PLP を用いた．MetDC の
L-Met活性は，アミンオキシダーゼ，4-アミノアンチピリン法で定量し，L-Hcy活性は
MetDC 処理および未処理サンプルを，MGLとメチレンブルー法で定量した．MetDC
反応 55℃，10 min．L-Met 量：10 mM，L-Hcy量：10 mM（DL-Hcyにて 20 mM使用）．






















Fig. 45.  L-Hcy添加時における MetDCの L-Metの定量に及ぼす pHの影響． 
（A）100 mM KPB（pH 7）（●0，○10，△50 µM L-Hcy），（B）100 mM Tris緩衝液（pH 
7）（●0，○15，△100 µM L-Hcy），（C）100 mM Tris緩衝液（pH 8）（●0，○15，△100 µM 











ることでトリプトファン残基を含む微小環境を変化させていることに起因する 63,64) ． 
結果的に，高濃度のリン酸イオンがペルオキシダーゼを，安定な構造から可逆的な構造変化を経












応 pHを pH 8 とする．また，ペルオキシダーゼの熱安定性の向上のため，緩衝液をリン酸系緩衝液
ではなく，Tris緩衝液を使用する．それらに加えて，将来的には，KPB濃度を現行の 100 mM から




４-３-５ 過酸化水素処理および加熱処理による L-ホモシステインの影響の除去と L-メチ
オニン検出精度の向上の検討 
MetDCは，通常の条件，特に KPBをバッファーとした条件では，L-Met，L-Hcy混合溶液中から
L-Met を定量できない可能性が示された．過去の報告に，L-Met と L-Cys をカタラーゼ存在下かつ過
酸化水素下によって定量的に酸化し，酵素の反応性の差を利用することで，L-Met を定量しようと
した実験がある 65) ． 
 本実験では，MetDC が L-Met，L-Hcy 混合溶液中から L-Met のみを再現性よく定量できるように
するために，基質に類似したアミノ酸である L-Hcyを完全に酸化して非ジスルフィド的酸化型 Hcy
（たとえばホモシステイン酸）あるいはジスルフィド形成による二量体のホモシスチンとするよう
な過酸化水素濃度を定めようとした．そして，過酸化水素による L-Hcyの酸化によって L-Met 検出
性の向上ができるかどうかを調べた． 
過酸化水素処理を行わないとき，L-Met の検出値が低く，検量性の直線性が低かった（Fig. 46）．
しかし，2および 10 mM の過酸化水素処理により，濃度依存的に L-Met の検出値が改善し，検量性
の直線性も高くなった．結果的に，10 mM 過酸化水素処理により，L-Hcy 未添加時と同じ程度の


























Fig. 46.  MetDCの L-Met検出性に及ぼす過酸化水素による L-Hcy酸化条件の検討． 
バッファー：KPB（pH 7）．（A）0 µM L-Hcy，（B）10 µM L-Hcy，（C）50 µM 
L-Hcy，（D）50 µM L-Hcy，2 mM H2O2，（E）50 µM L-Hcy，10 mM H2O2．MetDC










存した L-Hcy を定量しようとした．その結果，検出値がほぼ 0 となり，MGL の L-Hcy 分解活性が
検出されなくなった（データ示さず）．これは，MetDCにより L-Met の完全分解（Fig. 42）を行っ
た後に，L-Met，L-Hcyの双方に分解活性をもつMGL により残存した L-Hcyを定量しようと試みた
実験であった．自然に考えればMetDCが L-Hcy の分解活性を有しているのだろう．しかし， MetDC
の L-Hcy分解活性はほとんど検出されなかった（Fig. 44）． 
この結果から，L-Hcyは加熱に弱く，加熱により MGLが触媒できない状態となることが推測さ
れた．このとき，同時に MetDCの活性中心に L-Hcyが入ることを防ぐのだと考える．ところが，
今回の実験においては，加熱操作により L-Hcy を MetDCが触媒できない状態にしたとはいえなか
った（Fig. 46-C）．この理由として，バッファー組成と pHが異なっていたことが挙げられる． 
今回は KPB（pH 7）であり，別の検討では Tris緩衝液（pH 8）である．特に pHについて，チオ





妨げないことが推測される．また，加熱による酸化耐性も，pH 7 よりも pH 8 の方が低いと考えら
れる． 
 今後，MetDCにより L-Met の定量と完全分解を行った後に，L-Met，L-Hcyの双方に分解活性を





DTT の濃度検討の一環として，DTT存在下における L-Met の検出感度について調べた．その結
果，DTT の添加により，組換えMetDCによる L-Metの検出感度は著しく低下し，終濃度 1 mM DTT
を定量試薬に用いた場合，全く検出されなくなった（データ示さず）．この理由は定かではないが，




り，L-Met を酸化させずに L-Hcyを酸化させる．２）MetDCにより，L-Met を完全分解して L-Met









（2段階法）により，L-Metを最大 1-500 µM の範囲で定量できる方法を確立した．2段階法は，変
異型 PheDHに匹敵する定量性を示した．また，1段階法の検討により，血しょう中の L-Met 量をカ
バーできる 1-50 µM の L-Metの定量が可能であることがわかり，定量所要時間を 90分から約 10分
（650 秒）まで短縮することができた． 
AdoMetSは 10分で 0-100 µM L-Metを定量することができるが，MetDCを用いた L-Metの定量を，
同程度の所要時間で行うことができるようになった．今後，L-Met 定量可能範囲の拡大のためさら
なる検討が必要である．さらに，5 あるいは 10%の血しょう含有バッファーにて，L-Met の添加回
収試験を行ったところ，5-50 µM の範囲で，添加した L-Met を正確に検出した． 
今後は，血しょうあるいは血清中の L-Met を正確に，広い定量範囲で，短時間で検出するため，





第５章  総括および今後の展望 
 
L-アミノ酸脱炭酸酵素（EC 4.1.1）は， L-アミノ酸に作用して アミン と CO2 を生成する反応
を触媒する酵素であり，微生物，動物，植物に幅広く分布している．20 種類の標準アミノ酸に対
しては，主に L-ヒスチジン脱炭酸酵素 （HisDC），L-グルタミン酸脱炭酸酵素 （GluDC），L-バ
リン脱炭酸酵素（ValDC），L-リシン脱炭酸酵素および L-チロシン脱炭酸酵素等が知られている．
L-アミノ酸脱炭酸酵素の役割は諸説あるが，生体アミンの生産や生育環境の pHの低下を防止する
役割も考えられている．特に，HisDCはヒスタミン，GluDCは γ-アミノ酪酸 （GABA） を産生し，
これらの生体アミンは体内で神経伝達物質やその前駆体として働くとされている． 
L-メチオニン脱炭酸酵素 （L-methionine decarboxylase, MetDC）（EC 4.1.1.57） は，L-メチオニ
ンの脱炭酸を触媒して，3-メチルチオプロピルアミンおよび CO2 を生じる反応を触媒する．1960
年代に放線菌 Streptomyces sp. で発見され，シダ植物 Dryopteris filix-mas（1970 年代）や海産渦鞭毛
藻 Crypthecodinium cohnii（1990 年代）で確認された．ただし，触媒反応や補酵素，その他の性質
検討に関する従来の研究は，生菌や乾燥菌体，部分精製酵素を用いた検討に留まっていた． 
3 種の MetDC 生産生物において，L-メチオニンへの基質特異性が比較的高く，酵素的定量法へ
の利用が期待できると考えられたため，放線菌 Streptomyces sp. 590 由来MetDC を本研究で対象と



























mdc は，557アミノ酸残基をコードする 1,674 bpからなる遺伝子であった．mdc の塩基配列および
MetDC のアミノ酸配列は DDBJ データベース上で利用可能である（accession number: AB970471）．
MetDCは，GluDCおよびStreptomyces属菌由来のHisDCやValDCと比較的高い相同性を示した （最






His-Tagを融合した組換え酵素を発現させるプラスミド pET-28a ベクターを用いて，組換え MetDC
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素の分子質量は約 110,000 Da，SDS-PAGEによりサブユニットは約 61,000 Da であったことから，
MetDC は同一サブユニット 2 つからなるホモダイマーであることが分かった．酵素活性に及ぼす






































用した方法により，L-メチオニンを低濃度の 1-500 µM の範囲と，高濃度の 0.25-7.5 mM の範囲で
正確に定量できた．この定量法は，変異型 PheDH を用いた方法と同程度の感度で L-メチオニン
を定量することができた 
また，反応試薬を全て混合し MetDC 反応とアミンオキシダーゼ反応，呈色反応を連鎖的に行
う「1段階法」を検討した結果，血しょう中の L-メチオニン量に相当する 1-50 µM の L-メチオニ
111 
 
ンを定量可能であった．また定量に要する時間を 90 分から 10分に短縮することができた．さら
に，5%あるいは 10%の血しょう含有バッファーに対して，L-メチオニンを添加後に定量する実験
を行ったところ，5-50 µM の範囲で，添加した L-メチオニンを正確に検出できた．  
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